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OBJETIVOS

El objetivo principal del presente trabajo de tesis es estudiar los procesos de
interaccion y dafio fotosensibilizado sobre bio-macromoléculas (ADN y proteinas) en los
que participan una familia de alcaloides naturales denominada B-carbolinas (BCs). Para
ello, debid recurrirse, en primer lugar, a la caracterizacion de ciertas propiedades
fotofisicas de estos alcaloides. A continuacion se mencionan los objetivos particulares que

trazaron el rumbo de las tareas y experiencias descriptas en esta tesis:

v Estudiar y caracterizar las propiedades quimicas y fotoquimicas de N-metil BCs,
en solucién acuosa con valores de pH especialmente seleccionados.
- Caracterizar los estados electronicos fundamentales y excitados con sus
principales vias de desactivacion y la dependencia de estos procesos con el pH.
- Evaluar la capacidad que presentan estos derivados de generar especies

reactivas de oxigeno, en particular, oxigeno singlete.

v" Analizar, cuali- y cuantitativamente, la capacidad de interaccién que presentan
las BCs y sus N-metil derivados con bio-macromoléculas.

- Estudiar los procesos de interaccion entre BCs y albumina de suero bovino
(ASB) y ADN de doble cadena, cada una de ellas tomada como modelo
representativo de macromoléculas de interés bioldgico (material proteico y
genético, respectivamente).

- Desarrollar técnicas y métodos analiticos que permitan comprender y/o
identificar la localizacion (entorno) de estos alcaloides dentro de la estructura
general de las macromoléculas analizadas (ASB y ADN).

v Investigar la participaciéon de N-metil p-carbolinas en procesos de dafio u
oxidaciones fotosensibilizadas con implicancia bioldgica.

- Estudiar los procesos de degradacion de material genético (ADN) fotoinducida

por N-metil BCs. Analizar la influencia del pH y caracterizar los principales

fotoproductos generados en los procesos de dafio investigados.






CONTENIDOS Y DISENO DEL PRESENTE TRABAJO DE TESIS

Los resultados obtenidos en el marco del presente trabajo de Tesis doctoral han sido
agrupados para su presentacion en cuatro capitulos independientes, cada uno de los cuales
cuenta con una parte introductoria donde se detallan los antecedentes bibliograficos
relacionados con cada tema, una seccion de resultados y discusién, una seccion
experimental y una ultima seccion que incluye la bibliografia correspondiente.

En el Capitulo 1 se detalla, a modo de introduccién, toda la informacion relevante,
accesible en literatura, que documenta la distribucion de estos alcaloides en la naturaleza,
junto con sus principales propiedades quimicas y bioquimicas. Para finalizar esta seccion,
se resumen los estudios sobre la fotofisica y fotoquimica de BCs llevados a cabo hasta el
momento.

El Capitulo 2 describe los métodos de sintesis y caracterizacion quimica de N-metil
BCs, junto con el comportamiento fotofisico de estos alcaloides en solucion acuosa a pH
controlado.

En el Capitulo 3 se presentan los estudios de interaccion entre las diferentes
especies &cido-base del norharmano y sus N-metil derivados (elegidos como “BCs
modelo”) con ASB (como representante tipico de proteinas). Se detallan los resultados
obtenidos por diferentes técnicas espectroscopicas (absorcion UV-visible y emision de
fluorescencia en condiciones estacionarias y dindmicas) y se analizan los posibles procesos
y/o mecanismos de interaccion que tienen lugar.

Finalmente, en el Capitulo 4, se describe la interaccion de la molécula de ADN con
los N-metil derivados de BC, junto con la fotosensibilizacion de esta biomolécula, cuando
es irradiada con luz UVA en presencia de dichos alcaloides. Se presenta un estudio
cinético del dafio producido al ADN, y también la caracterizacion de los principales

fotoproductos formados.






ABREVIATURAS

p-carbolinas y Albumina
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BCH"
‘[BCH']*
BCN
"[BCN]*
BCZ

pCQ
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nHo
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InHoN]*
Ho

Ha

N-2

N-9

N-metil B-carbolina
N-Me-BC
9-Me-BC
9-Me-nHo
9-Me-Ho
9-Me-Ha
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‘[BC-CH3'T*

2-Me-nHo
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Forma protonada de las Cs
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Forma neutra de las BCs
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Forma zwitterionica de las BCs

Forma quindnica de las BCs
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Norharmano

Norharmano protonado en estado electronico excitado singlete
Norharmano neutro en estado electrénico excitado singlete
Harmano

Harmina

Nitrogeno de la posicion 2 de las BCs

Nitrégeno de la posicion 9 de las BCs

B-carbolina con sustituyente metilo en el N-2 y/o en el N-9
N-metil B-carbolina

9-Metil B-carbolina
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9-Metil-harmano

9-Metil-harmina

loduro de 2-metil B-carbolina

loduro de 2,9-dimetil B-carbolina

Cation metilado constituyente de 2-Me-BC y/o 2,9-diMe-BC
Cation de 2-Me-BC y/o 2,9-diMe- BC en estado electrénico excitado
singlete

2-Metil-norharmanio, catién constituyente del loduro de 2-Metil-
norharmanio

2-Metil-harmanio, cation constituyente del loduro de 2-Metil-
harmanio

2-Metil-harminio, cation constituyente del loduro de 2-Metil-
harminio

2,9-diMetil-norharmanio, cation constituyente del loduro de 2,9-
diMetil-norharmanio

2,9-diMetil-harmanio, cation constituyente del loduro de 2,9-
diMetil-harmanio

2,9-diMetil-harminio, catién constituyente del loduro de 2,9-
diMetil-harminio

Albumina de suero bovino

Albumina de suero bovino interactuando con nHo

Albumina de suero bovino interactuando con nHo protonado
Albumina de suero bovino interactuando con nHo neutro
Albumina de suero bovino interactuando con 2-Me-nHo



[BCH'.ASB] Alblmina de suero bovino interactuando con BCH"

[BCN.ASB] Albumina de suero bovino interactuando con BCN
[BC-CH3".ASB] Alblimina de suero bovino interactuando con BC-CHs"
[BC.ASB] Albumina de suero bovino interactuando con pC

Acidos nucleicos y desoxirribonucledtidos

dNMPs Desoxirribonucleotidos

dGMP 2" -Desoxiguanosina-5"-monofosfato

dAMP 2" -Desoxiadenosina-5"-monofosfato

dCMP 2"-Desoxicitosina-5"-monofosfato

ADN Acido desoxirribonucleico

ADNLt ADN extraido de timo de ternera

ADN PM2 ADN de bacteriofago PM2

Reactivos generales

o) Oxigeno molecular

N Atomo de nitrégeno

N> Nitrogeno molecular

D,0 Oxido de deuterio

NaCl Cloruro de sodio

HCI Acido clorhidrico

H,S0, Acido sulfurico

NaOH Hidroxido de sodio

DMSO Di-metil sulféxido

MeOH Alcohol metilico

ICH3 loduro de metilo

PNS Acido perinaftenona-2-sulfonico

QB Bisulfato de quinina

DFA 9,10-Difenilantraceno

Acetato Buffer constituido por acido acetico y acetato de sodio
Buffer constituido por fosfato de postasio monobasico e hidroxido

Fosfato .
de sodio

Bérax Buffer constituido por tetraborato de sodio e hidréxido de sodio

Modificaciones y/o fotoproductos del ADN y dNMPs

CSsC Cortes en simple cadena

MSE Modificaciones (0 sitios) sensibles a endonucleasas

DPCs Dimeros de pirimidina ciclo butano

T<>T Dimeros de pirimidina (timina-timina)

Sitio AP Sitios apurinicos o apirimidinicos, es decir, huecos en el ADN
generados por la pérdida de bases pdricas o pirimidinicas

8-oxo-Gua 8-Oxo-guanosina u 8-hidroxi-7,8-dihidro 2’-guanosina
8-Oxo-desoxiguanosina u 8-hidroxi-7,8-dihidro 2’- desoxiguanosina

FapyGua 2,6-Diamino-4-hidroxi-5-formamidopirimidina

FapyAde 4,6-Diamino-5-formamidopirimidina

Enzimas

fpg Enzima formamidopirimidina-ADN glicosilasa



T4 endo V Enzima T4 endonucleasa V
Endo IV Enzima endonucleasa IV
Endo 111 Enzima endonuclesa 111

Especies reactivas de oxigeno

EROs Especies Reactivas de Oxigeno

0, Oxigeno singlete

o~ Radical anion superoxido

HO’ Radical hidroxilo

H,0, Peroxido de hidrogeno

[O2] Concentracion de oxigeno molecular

Técnicas de analisis

CCD Cromatografia en capa delgada
RMN Resonancia magnética nuclear
HPLC Cromatografia liquida de alto rendimiento

Parametros termodinamicos, cinéticos y fotoquimicos

A Absorbancia

e(4) Coeficiente de absorcion molar

n indice de refraccion

Afiuo Longitud de onda de emisidon fluorescente
Aexc Longitud de onda de excitacién

Intensidad de fluorescencia a una determinada A, 0 calculada como
la integral de la curva (espectro) de emisién

D Rendimiento cuantico de fluorescencia
Dy Rendimiento cuantico de la produccién fotosensibilizada de 1O,
D0, Rendimiento cuantico de produccién de H,0,
F Tiempo de vida de fluorescencia
A Tiempo de vida del *O, (1270 nm) ‘A,
K N2 Constante de disociacidn acido-base correspondiente al equilibrio
a en el que participa el nitrégeno piridinico (N-2)
KNS Constante de disociacién acido-base correspondiente al equilibrio
a en el que participa el nitrégeno inddlico (N-9)
K Constante de asociacion determinada por espectroscopia de
¢ absorcion UV-visible (método de Benesi-Hildebrand)
Ksv Constante de asociacion determinada por fluorescencia (método de
Stern-Volmer)
Ks Constante de asociacion estatica determinada por fluorescencia en
estado estacionario
Kb Constante de asociacion dinamica determinada por fluorescencia
resuelta en el tiempo
Kq Constante de velocidad bimolecular de quenching de fluorescencia
ki Constante de velocidad de quenching total del ‘O,
Ke Coeficiente de velocidad de emision espontanea desde S;
Cl Conversion interna
CIS Cruce intersistemas

So Estado electronico fundamental singlete



S: Primer estado electrénico excitado singlete

S, Segundo estado electrénico excitado singlete
T, Primer estado electrénico excitado triplete
Sens Fotosensibilizador

CODIGOS Y DEFINICIONES USADAS EN ESTA TESIS

v" A lo largo de toda la tesis, para nombrar cada forma acido base de una B-carbolina en
particular, se recurrira al uso de la nomenclatura BCH" y BCN, para hacer referencia a la
especie presente en un medio &cido y alcalino, respectivamente. Sin embargo, para hacer
referencia a ambas formas, se utilizara el nombre abreviado BC.

v’ Cabe aclarar, ademas, que a lo largo de este trabajo se adopté un cddigo de color para
representar los resultados segun sea el pH del medio. En particular, los resultados obtenidos
en condiciones acidas (pH ~ 4,0-5,0), neutras o pH fisiologico (7,3 < pH < 7,5), alcalinas
moderada (9,0 < pH < 10,5) y alcalinas fuerte (pH > 11), se presentan en color rojo,
magenta, azul y negro, respectivamente. En aquellos casos donde se representen resultados
obtenidos en més de una condicion de pH se aclarard, mediante el agregado de insertos o
especificaciones en la misma figura, el cdigo empleado.
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1.1. Estructura quimica y nomenclatura de las g-carbolinas

Las B-carbolinas (BCs) constituyen un grupo de alcaloides derivados del 9H-pirido[3,4-
b]indol o norharmano (Esquema 1.1). En la Tabla 1.1 se presentan las estructuras de algunas
de las BCs de mayor abundancia en la naturaleza. También es posible encontrar BCs en las
cuales el anillo piridinico se encuentra parcialmente hidrogenado o reducido, siendo los mas
abundantes los 3,4-dihidro- y los 1,2,3,4-tetrahidro derivados.[1-23]

4 3
5 N 2
6 \ /
: 1
N o

8 H

Esquema 1.1. Estructura quimica del 9H-pirido[3,4-b]indol o norharmano.

Tabla 1.1. Estructura quimica general y nomenclatura de las BCs de mayor biodistribucion.

p——

R6 \ /N+_R2
R7 N Rl
\
Rg R
PCs aromaticas
Nombre (abreviatura) R; R, Rs R, Rs Ry Referencia

norHarmano (nHo) -H -H -H -H -H -H [5.9]
2-Metil-norHarmanio o norMelinonina F (2-Me-nHo) -H -CH; -H -H -H -H [1]

Harmano (Ho) -CH; -H -H -H -H -H
2-Metil-Harmanio o Melinonina F (2-Me-Ho) -CH; -CH; -H -H -H -H [1]
Harmina (Ha) -CH; -H -H -OCH; -H -H [2]

Harmol (Hol) -CH; -H -H -OH -H -H
7-Cloro-9-Metil-norHarmano(o Bauerin A) -H -H -H -Cl -H -CH,3 [6]
7,8-diCloro-9-Metil-norHarmano (o Bauerin B) -H -H -H -Cl  -CI-CH, [6]
7,8-diCloro-1-Hidroxi-9-Metil-norHarmano (o BauerinC) -OH  -H -H -Cl  -CI-CHj [6]

6-Bromo-norHarmano (o Eudistomin N) -H -H -Br -H -H -H [22,23]

8-Bromo-norHarmano (o Eudistomin O) -H -H -H -H -Br -H [22,23]
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RG \ /N+_R2
R7 N Rl
\
Rg Ry
3,4-Dihidro-pCs
Nombre abreviado R, R, Ry Ry,  Referencias
Harmalina (d-hHa) -CH; -H -OCH; -H [2]
Harmalol -CH; -H -OH -H
Nb-Metil-harmalano (Nb-Me-Hlano) -CH; -CH; -H -H
Re NH*-R;
R7 N Ry
\
Rg Ro
1,2,3,4-Tetrahidro-BCs
Nombre abreviado R, R, Rg R, Referencias
Tetrahidro-norharmano o triptolina (t-hnHo) -H -H -H -H [3.4]
2-Metil-tetrahidro-norharmano (2-Me-t-hnHo) -H -CH; -H -H [3]
6-metoxy-tetrahidro-norharmano (6-MeO-t-hnHo) -H -H -OCH; -H [3]
Tetrahidro-harmano (t-hHo) -CH; -H -H -H
Tetrahidro-harmina (t-hHa) -CH; -H -H -OCH;

1.2. BCs en la naturaleza

La presencia de las BCs ha sido confirmada en una gran diversidad de grupos de
organismos filogenéticamente distantes entre si, entre ellos: Rhizaria, Alveolata y Amoebozoa,
grupos compuestos por organismos protistas, y Stramenopiles,[6] que incluye organismos
como diatomeas unicelulares y algas pardas pluricelulares. Otros de los grupos de organismos
donde se ha confirmado su presencia son Opisthokonta (clado de organismos que incluye a
coanozoos, hongos y animales),[7-14], Archaeplastida (incluye a las algas verdes, rojas y
plantas terrestres),[1,2,15-17] Urochordata (ascidias)[18,19] y Arthropoda (incluye insectos,
aracnidos, etc.).[5,20]

Algunas plantas ricas en BCs son utilizadas como alucinégenos. En particular, los
extractos de raices o semillas de Peganum harmala que contienen elevados niveles de harmina
(Ha) y harmalina (3,4-dihidroharmina, d-hHa),[2] han sido y son utilizados por tribus del
Amazonas en brebajes psicotropicos religiosos y/o en medicina tradicional, como
antiespasmadicos y sedantes. Por otra parte, diferentes metil-BCs, en particular los derivados

metilados en posicion 2 tales como normelinonina F y melinonina F (Tabla 1.1), entre otros,
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fueron aislados y caracterizados de la corteza del arbusto Strychnos usambarensis.[1] Dichos
derivados son algunos de los compuestos que se estudiaron en el presente trabajo de Tesis.

Desde el punto de vista fisiologico, se ha sugerido que las BCs en plantas tendrian un
rol activo en los mecanismos de defensa, por accion toxica y fototoxica contra diferentes
microorganismos invasores. Sin embargo, su funcién bioldgica central y las bases moleculares
de dichos procesos son aun inciertas.

La formacion endogena de estos alcaloides en los diferentes organismos tiene lugar
mediante la reaccién de condensacion de Pictet-Spengler a partir de una indolamina como el
aminodcido triptéfano y diferentes aldehidos o a-ceto-acidos. Estas reacciones son
enziméaticamente catalizadas.[24-26] En plantas, se han descripto diferentes isoformas
enzimaticas unas activas en ndcleos y otras en vacuolas, capaces de generar los derivados
reducidos (dihidro- o tetrahidro-BCs). La oxidacion de estos derivados que da origen a la
formacion de PCs aromaticas tiene lugar quimicamente y/o por accion de diferentes
oxidasas.[24,25] En cambio, en bacterias se ha descripto una enzima multifuncional capaz de
producir no sélo la condensacion de Pictet-Spengler, sino también la descarboxilacion y
oxidacion de tetrahidro-BCs para generar derivados totalmente aromaticos.[26]

Asimismo se ha encontrado que la presencia de BCs en las cuticulas de escorpiones es
mediada por procesos oxidativos de entrecruzamiento con proteinas (esclerotizacion).[20]

En humanos, la formacion de BCs enddgenas esta asociada con la condensacion de
Pictet-Spengler entre indolaminas (por ejemplo, serotonina) y acetaldehido derivado de la
ingestion del alcohol.[12,27] La presencia de las BCs aromaticas en mamiferos se deberia a la
oxidacion de las t-hpCs por hemo-peroxidasas.[28] Consecuentemente, estos compuestos
forman parte constitutiva de 6rganos, tejidos y fluidos corporales (ojos, piel, plasma, plaquetas
y orina).[7-11,13] Por ejemplo, se describié en orina y leche materna humana la presencia de
cantidades de tetrahidro-pCs entre 10 y 700 ng/ml. Ademas, experimentos realizados con
lactantes, sugieren que una fraccién de las t-hpCs halladas en orina es sintetizada posiblemente
por bacterias del intestino de los infantes.[8] Sin embargo, los niveles basales hallados en los
distintos fluidos biol6gicos pueden incrementarse considerablemente dependiendo del tipo de
dieta, caracteristicas medioambientales y habitos de consumo.[9,13] Asi, las BCs son
incorporadas de manera exdgena a través de diferentes productos alimenticios, bebidas, etc.
Estos alcaloides estan también presentes en humo de cigarrillo y comidas ricas en proteinas

cocidas, lo que refleja su formacion por pirdlisis a partir del triptéfano.[29,30] En estudios
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recientes se reveld que las BCs son metabolizadas oxidativamente por el sistema citocromo
p450.[31]

1.3. Accion biologica, bioquimica y/o farmacologica de pCs

A lo largo de los afios, se ha sugerido la participacion de las BCs en numerosos
procesos bioquimicos y farmacoldgicos,[32] algunos de los cuales se describen a

continuacion:

1.3.1. Accién antioxidante

Existe gran cantidad de trabajos que dan cuenta de las propiedades antioxidantes de las
BCs, es decir, de su capacidad para secuestrar diferentes Especies Reactivas del Oxigeno
(EROs).[10,11,33] Estos revelaron que el efecto antioxidante es mas pronunciado en las BCs
parcialmente hidrogenadas (BCs reducidas) en comparacion con las totalmente aromaticas
(BCs oxidadas).

Ademas, se conoce que diferentes derivados reducidos se acumulan en cantidades
significativas en el cristalino y el humor vitreo de los ojos de personas con cataratas Y,
aparentemente, estos ejercerian un rol protector, desactivando diferentes EROs, e inhibiendo la
formacion de agregados de alto peso molecular de la proteina y-cristalina.[10,11]

Recientemente, se encontrd que diferentes BCs oxidadas y reducidas son capaces de
secuestrar radicales HO® de manera comparable, cualitativa y cuantitativamente, a la
melatonina, un efectivo antioxidante y secuestrador de radicales in vitro e in vivo.[34]

En este sentido, cabe destacar también que dichos alcaloides son capaces de desactivar
al oxigeno singlete (*0.), una especie de elevada reactividad, que juega un rol importante en
procesos de estrés oxidativo.[35-37] En particular se han descripto valores para las constantes
de desactivacion total del YO, (k;) de ~10°-10" (ver seccién 1.4.3.5).[35-37]

1.3.2. Interaccion con sistemas enzimaticos

Diferentes BCs interactlan selectivamente con sistemas enzimaticos especificos y
conducen a una variedad de actividades farmacoldgicas. Por ejemplo, harmano (Ho) y
norharmano (nHo) inhiben la relajacion del ADN producida por las topoisomerasas |y 11,[38]
y, por lo tanto aumentan el dafio inducido por radiacion UV o por productos quimicos al
bloquear la reparacion del ADN mediada por estas enzimas. Ademas, se comprobd que los
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extractos de raiz de Peganum harmala (ricos en Ha y d-hHa) también inhiben la actividad de
la topoisomerasa | humana.[39] Algunos estudios sobre la relacion estructura-actividad
(structure-activity relationship, SAR) indican que la capacidad con que la Ha y sus 9-
derivados inhiben la topoisomerasa | es mayor cuando los sustituyentes son dadores de
electrones.[40]

Norharmano Yy harmano son inhibidores competitivos reversibles de las
monoaminooxidasas (MAO), [41-44] nHo inhibe preferentemente la MAO-B, mientras que
harmano inhibe la MAO-A. La potencia como inhibidores de la MAO-A se ve incrementada
para Ha, 2-metil-harminio, 2,9-dimetill-harminio y d-hHa, como consecuencia de la
introduccién de un sustituyente metilo en posicion N-2 y un grupo metoxi en la posicion 7 del
sistema triciclico.[45]

También se conoce que Ha y sus derivados actian como potentes inhibidores de las
quinasas dependientes de ciclinas (CDKs), una familia de enzimas que regula el correcto
desarrollo del ciclo celular. Asi, Ha inhibe especificamente la actividad de CDK1, CDK2 y
CDKS5, y el analisis sobre la relacion estructura-actividad indica que la aromaticidad del anillo
triciclico y la posicion de los sustituyentes es crucial para esta funcién inhibitoria.[46,47]. De
forma similar, 5-bromo-6-methoxy-p-carbolina y otros derivados relacionados fueron
identificados como inhibidores de la quinasa IxB.[48]

Por otro lado, estos alcaloides poseen afinidad por diferentes receptores celulares
causando un amplio espectro de efectos farmacoldgicos y terapéuticos. Algunas BCs
interacttan con el receptor de benzodiazepinas y, como resultado, pueden reducir la ansiedad,
la depresion[49-51] y proteger contra la epilepsia.[52] También se descubrieron interacciones
entre harmano y el receptor de imidazol,[53,54] lo que conduce a hipotension en ratas[55] y a
una interferencia de la analgesia mediada por el receptor de opiaceos.[56] De hecho, las BCs
también ejercen efectos antialodinicos.[57] Ademas, reaccionan con varios sistemas de
neurotransmisores, tales como el de la glicina,[58] la serotonina[59] y, especialmente, la
dopamina,[60] al actuar como un buen sustrato para el transportador de dopamina.[61,62]
Ademaés, B-carbolinas N2- y N9- bivalentes (dos unidades PC unidas por espaciadores
alquileno), son capaces de inhibir fuertemente la acetilcolinesterasa, la butirilcolinesterasa y
bloquear el receptor de N-metil-D-aspartato potencialmente y, por lo tanto, se podrian utilizar
para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.[63]
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1.3.3. Rol en el desarrollo y/o proteccion de enfermedades neurodegenerativas

En los ultimos afios se ha descripto a ciertas pCs como neurotoxinas endogenas y
exogenas responsables del desarrollo de patologias neurodegenerativas como el
Parkinson.[64,65] En este sentido, se encontrd gque la concentracion de los cationes 2,9-diMe-
norhamanio y 2-Me-norharmanio (ambas PCs catidnicas o sales cuaternarias) se encuentra
incrementada en el liquido cefalorraquideo de pacientes con Parkinson idiopéatico.[66] Estas
BCs cuaternarias jugarian un rol importante en el desarrollo de dicha enfermedad, inhibiendo
la respiracion mitocondrial causando, consecuentemente, los efectos neurodegenerativos.[67]

Para otras PCs aromaéticas (norharmano y harmano) se ha descripto, también, una
correlacion positiva entre niveles plasmaticos elevados de estos alcaloides y el desarrollo del
Parkinson.[68,69] Sin embargo, se ha sugerido que la accién se deberia a la formacion de las
respectivas sales cuaternarias, producto del metabolismo celular.[70] En este sentido, es
importante mencionar que las BCs que presentan el nitrégeno piridinico terciario libre (sin
sustitucion cuaternaria), como el norharmano, son capaces de cruzar la barrera
hematoencefélica y llegar al cerebro. Una vez dentro, mediante la accion de ciertas metil-
transferasas, estos alcaloides se convierten en los correspondientes derivados cationicos
(nitrégeno piridinico cuaternario catiénico, por unién a un sustituyente), reduciendo asi la
capacidad de cruzar la barrera hematoencefalica en sentido inverso (Figura 1.1). Esta
bioacumulacion daria lugar a los efectos citotoxicos y neurotoxicos que presentan los
derivados catidnicos de BCs.[71,72]

y
PNERITROCITO

CEREBELO

BULBO NEURONA
RAQUIDEO ASTROCITO

Figura 1.1. Representacion de la barrera hematoencefélica, la biodisponibilidad y bioacumulacion de BCs y sus
respectivas sales cuaternarias (2-metil derivados).

En contraste, los derivados metilados en el nitrogeno indolico (remplazo en el NH del

H inddlico por un sustituyente, nitrégeno terciario) presentan propiedades protectoras,
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estimuladoras y de regeneracion neuronal. Recientemente se describié que el 9-Me-
norharmano podria cumplir una funcion neuroprotectora, impidiendo varios de los
mecanismos patogénicos causantes del Parkinson, razon por la cual ha sido propuesto como un

potencial medicamento anti-parkinsoniano.[73]

1.3.4. Rol en el desarrollo de tumores

Algunas BCs actuarian como agentes co-mutagénicos, participando en la formacion de
diversos tumores cuando se encuentran en presencia de aminas aromaticas.[74-76] Este ultimo
punto es importante debido a la continua exposicion por parte del hombre tanto a BCs como a
niveles elevados de aminas arométicas. Por lo tanto, es necesario dilucidar estos mecanismos
para comprender, en detalle, el potencial genotdxico de estos alcaloides en humanos. En este
contexto, el efecto adicional de la radiacion solar, otro agente externo al cual el ser humano
estd constantemente expuesto, debe ser también analizado.

Por otro lado, se ha descripto que las BCs y sus derivados, presentan significativas
actividades anti-tumorales, exhibidas contra varias lineas de células tumorales humanas, con
valores de CCs, (concentracion que reduce el nimero de células viables a la mitad) del orden
del micromolar o menores.[77-88] Todos estos estudios derivan en que: (i) la estructura de las
BCs constituye una base importante para el disefio y sintesis de drogas antitumorales; (ii)
sustituyentes apropiados en las posiciones 1, 3 y 9 juegan un rol crucial en la actividad
antitumoral; (iii) la citotoxicidad contra lineas tumorales se ve aumentada por la introduccion
de un grupo bencilo en la posicion 2; (iv) la introduccion de un sustituyente bromo en posicion
6 o un alcoxilo en 7 aumentan la citotoxicidad. En este Gltimo caso, la longitud de la cadena
influye tanto en la toxicidad como en la selectividad de accion sobre diferentes lineas

celulares. Estos resultados se resumen en el Esquema 1.2.
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Un sustituyente apropiado en la
posicidn 3 aumenta la actividad
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Esquema 1.2. Relacion estructura-actividad de los derivados de BCs con accion antitumoral. Extraido de
referencia [32].

1.3.5. Accion antimicrobiana

También se ha sugerido que ciertas PCs representan una nueva clase de drogas
antimicrobianas.[89] En particular, se demostré que harmina y harmalina tienen actividad
antiviral contra virus del Herpes simple[90-92] y actividad antibacteriana contra Escherichia
coli,[93] Proteus vulgarius,[94] Bacilus subtilis[94] y Staphylococcus aureus[95] entre
otras.[96] Se ha sugerido, ademas, que ciertas BCs representan una nueva clase de drogas
antiparasitarias. Harmano, harmina y harmalina tienen actividad, in vitro, contra Leishmania
infantum.[97-102] En particular, harmalina mostré6 un mejor efecto antiparasitario con una
muy baja accion sobre los monocitos humanos.[97] Otros dos derivados de BCs (N-butil-[1-(4-
metoxi)fenil-9H-B-carbolina]-3-carboxamida y N-butil-[1-(2-clorin)fenil-9H-B-carbolina]-3-
carboxamida) mostraron actividad contra epimastigotes de Trypanosoma cruzi y contra
promastigotes de Leishmania amazonensis.[102] Por su parte, algunas BCs reducidas han
mostrado tener actividad contra Trypanosoma cruzi, y dependiendo de la naturaleza del
sustituyente estas drogas mostraron efectos selectivos en distintos estadios parasitarios.[103]
Otros derivados, presentaron actividad antiplasmddica (Plasmodium falciparum) y anti
Toxocara canis.[104]
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Durante los ultimos afios, en nuestro laboratorio hemos demostrado que ciertas BCs
presentan una clara actividad anti-Toxoplasma gondii.[105-107] En particular, el efecto
observado depende fuertemente de la BC ensayada. Ciertos derivados poseen la capacidad de
inhibir tanto la invasién como la replicaciéon de T. gondii[106] mientras que otros bloguean,

eficiente y selectivamente, la replicacion de dicho microorganismo.[106,107]
1.3.6. Propiedades fotodinamicas

Bajo condiciones de excitacion con luz UVA o visible, algunas BCs han demostrado
ser fotoactivas, participando en diferentes procesos fotobiologicos. En plantas, las BCs
tendrian cierta participacion en los mecanismos de defensa, mediados por accién fototoxica
contra insectos, gusanos, bacterias, virus y otros agentes invasores.[17,75] Ademas, se
demostré que la capacidad antimicrobiana de estas drogas se incrementa por accién de la
radiacion UVA (320-400 nm).[108-110]

Ciertos derivados inician procesos fotosensibilizados que causan dafios a moléculas
esenciales para la vida (proteinas, acidos nucleicos, etc.). Por ejemplo, bajo irradiacion UVA,
nHo y Ho pueden causar dafio en los cromosomas de células eucariotas,[76,111] y Ha y 9-Me-
Ha, son capaces de inhibir la proliferacion y de inducir la formacion de microndcleos a células
V79 en cultivo.[112]

1.4. Especies acido-base de BCs aromaticas y sus propiedades fotoquimicas y fotofisicas

en solucién acuosa

En solucion acuosa, estos alcaloides muestran un comportamiento particular,
dependiendo de si los mismos se encuentran en su estado electrénico fundamental, o en sus
estados electronicos excitados generados como consecuencia de la absorcion de radiacion UV-
visible. Ademas, las distintas especies acido-base de PCs presentan, también, un
comportamiento fotoquimico y fotofisico caracteristico. Por ello, resulta imprescindible
conocer cual es la especie presente o predominante en cada una de las condiciones
experimentales. Cabe aclarar, ademas, que a lo largo de este trabajo de Tesis se adoptd un
codigo de color para representar los resultados segun el pH del medio: los resultados
correspondientes a pH alcalinos se presentan en color azul, mientras que los correspondientes

a pH acidos en rojo vy, aquellos obtenidos a pH fisioldgico, en color magenta.
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1.4.1. Equilibrios &cido-base

En el estado fundamental, en todo el intervalo de pH, las BCs aromaticas nHo, Ho y Ha
pueden presentar dos equilibrios &cido-base. EI primero de ellos tiene lugar en el intervalo de
pH comprendido entre 2 y 10, involucra al atomo de nitrégeno perteneciente al anillo
piridinico (N-piridinico, posicion 2 del heterociclo, Esquema 1.3). Este equilibrio presenta
valores de pKy"% ~7, en el caso de las denominadas BCs aromaticas, y ~10 para los derivados
dihidrogenados o reducidos (3,4-dihidrogenados, 3,4-dihidro-pCs o d-hpCs, Tabla 1.1). Este
aumento de basicidad se debe a que la deslocalizacién del par de electrones n del atomo de
nitrégeno piridinico en la nube electronica 7 de las BCs reducidas es menor en comparacion
con las BCs totalmente aromaticas. El segundo equilibrio acido-base es aquel en el que
participa el nitrégeno del anillo inddlico (N-indolico, posicion 9 del heterociclo, Esquema
1.3), que presenta valores de pKy'"° superiores a 12. Cuando el nitrégeno indélico se encuentra
sustituido, como es el caso de los 9-metil derivados, el equilibrio &cido-base que involucra al

N2 aproximadamente una unidad inferior al

nitrégeno piridinico presenta valores de pKj,
observado para el compuesto sin sustituir. Esto conlleva a una disminucion de su basicidad
que es provocada por una mayor deslocalizacion del par de electrones n del atomo de
nitrégeno piridinico.[113,114] Ciertamente, en solucion acuosa, la carga neta del alcaloide
dependera de las condiciones de pH del medio. Del analisis de la estructura quimica del nHo,
el cual es el esqueleto comun en todas las BCs aromaticas (constituida, simplemente, por el
anillo pirido-inddlico sin sustituyentes), se desprende que, segun las condiciones del medio,
éste podra dar origen a tres especies diferentes en el estado electronico fundamental: catidnica
(BCH"), neutra (BCN) y anioénica (BC") (Esquema 1.3). Sin embargo, vale aclarar que, desde el
punto de vista bioldgico, solo el primer equilibrio acido-base es importante o el de mayor
relevancia y, consecuentemente, las formas BCH” y BCN son las que predominan en el estado
electronico fundamental. Ademas, y tal como veremos en los parrafos siguientes, en el estado
electronicamente excitado es posible encontrar una cuarta especie denominada forma
zwitterionica (BCH™).

Existen numerosos trabajos que describen los equilibrios &cido-base de estos
compuestos en el primer estado electrénicamente excitado (S;). Uno de los primeros es el
realizado en 1982 por Sakurovs y Ghiggino.[115] Estos autores estudiaron las diferentes

especies acido-base del nHo y su derivado cationico 2-Me-nHo utilizando técnicas de
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fluorescencia en estado estacionario y resuelto en el tiempo. Observaron que al excitar la
forma neutra del nHo (BCN) en solucién alcalina, se produce la emision de la especie
protonada (BCH”, Afe ~450 nm), concluyendo entonces que el N-piridinico en el estado
excitado es una base mas fuerte que el hidroxilo, ya que es capaz de abstraer un proton del
agua. Al excitar so6lo la especie anionica obtuvieron la sefial de emision caracteristica de la
especie zwitteridnica (Afuo ~510 nm). Este hecho sugirié que deberia ocurrir una rapida
protonacién del anion en estado excitado para formar la especie dipolar. A partir de los valores
medidos previamente para los pK, de los equilibrios acido-base en el estado fundamental
pudieron calcular, mediante el método de Forster, los correspondientes valores de pK, para los
equilibrios acido-base en el estado excitado singlete (pKa*(s1)-

En ese mismo afio, 1982, Wolfbeis et al.[116] describieron los equilibrios acido-base
del Ho en solucién acuosa. En este caso, mediante espectroscopia de absorcion UV-visible
detectaron tres especies en el estado electronico fundamental y, mediante espectroscopia de
emision fluorescente, cuatro en el estado excitado incluyendo a la especie zwitteridnica (Ao
~520 nm). Nuevamente, mediante el método de Forster, pudieron calcular las constantes de
equilibrio en el estado electrénico excitado.

También Balon Almeida et al. calcularon los correspondientes valores de pKa*s1) para
el N-piridinico de varias BCs describiendo un incremento en ~6 unidades de pK con respecto a
los valores observados para el estado electrénico fundamental (Sp).[117,118] En trabajos mas
recientes, estos mismos investigadores describieron las propiedades acido-base en solucion
acuosa de diferentes BCs reducidas y aromaticas.[119,120] En los espectros de absorcién y en
el intervalo de pH investigado, s6lo observaron las especies neutras y catidnicas, mientras que
detectaron también las formas zwitteridnicas en los espectros de emision fluorescente.
Pudieron determinar los valores de pK, espectrofotométricamente y pKy*s1y mediante calculos
recurriendo al uso del ciclo de Forster.

En general, todos los resultados obtenidos en estos trabajos previos demuestran que el
pKa que involucra al N-piridinico (pKa"?, Tabla 1.2) aumenta aproximadamente 6 unidades en
el estado S;. Es decir, hay un incremento considerable de su basicidad. Contrariamente, la
acidez del N-inddlico aumenta (pKa"°, Tabla 1.2) en el estado S;, ya que el valor de pKa"
%<1y resultd ser ~6 unidades menor que en el estado fundamental. Es decir, en el estado

excitado Sy, la secuencia de los valores de pK, se invierte.[115,116,121-124]
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Esquema 1.3. Equilibrios &cido-base presentes en el estado electrénico fundamental de las BCs aromaticas en
solucién acuosa, presentes en el intervalo de pH comprendido entre 1y 14. Si R; =R, = -H, nHo; R; =-CH3 ¥y R;
=-H, Ho, Yy R; =-CHs; Yy R; = -OCHjs, Ha.

En contraste con la cantidad de publicaciones que describen los equilibrios acido-base
presentes en los estados Sp y Si, existe escasa y discrepante informacién sobre los
correspondientes valores de pK, en el estado electronico excitado de multiplicidad triplete
(PKa*(1))- En este sentido, Romero Berto et al.[125] determinaron los valores de pKy*(r1) para
el N-piridinico de nHo, Ho y Ha a partir de los espectros de emision fosforescente registrados
a 77 K en matriz solida de éter etilico, isopentano, y etanol (relacion 5:5:2). Los valores
publicados estan en el rango 12-14. Por su parte, Varela et al.[121] estudiaron los mismos
equilibrios acido-base mediante flash fotolisis a escala del microsegundo. Los valores de
pKa*(r1) encontrados en este caso son ~2 unidades menores que en estado basal y ~8 unidades
menos que los valores obtenidos para S;. Estos Gltimos autores resaltan que, a pesar de que los
estados S; y T1 poseen caracter z-7*, las diferencias encontradas se deberian a diferencias en
la distribucion de carga en dichos estados.

A modo de resumen, en la Tabla 1.2 se presentan los valores informados en la
literatura para los distintos equilibrios acido-base en los diferentes estados electrénicos de las
tres BCs aromaticas no sustituidas que se estudiaran en este trabajo de Tesis.

Tabla 1.2. Recopilacion de los distintos valores de pK, pK,*s1 ¥ pKa*ry publicados para nHo, Ho y Ha,

correspondientes a los equilibrios &cido-base presentes en el estado electrénico fundamental (Sy) y estados
electrénicamente excitados singlete (S,) y triplete (T,), respectivamente.

Compuesto pK,\2 P sy pKa Py pKa"? PKa"*s1)
- 7,28 13,02 50° 1452 8,0°
79°¢ 14,7°¢ 12,7 ¢ 145° 80°
a a b
Ho 7 128 4.5 14.6° 8,65¢
7,37°¢ 12,0° 13,1 ¢
Ha 80° 129° 44° 145° 88°
770" 12,55 14,1 ¢ >14 " '

Referencias: 2[124], °[121], ©[115], °[125], ¢ [116], T[123]
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1.4.2. Espectroscopia de absorcion UV-visible

En el estado electrénico fundamental las PCs aromaticas presentan espectros de
absorcion de radiacion UV-visible muy distintivos. Tipicamente, se observan tres bandas
caracteristicas cuyas posiciones son fuertemente dependientes del pH del medio (Figura
1.2).[126,127] En solucién acuosa a pH 10, las BCs presentan una banda de menor energia
ubicada entre 300 y 370 nm, con dos maximos de absorcion caracteristicos localizados a ~335
nm y ~350 nm, dependiendo del derivado B-carbolinico analizado (Figura 1.2, espectros
representados en color azul). Esta transicion ha sido interpretada como una transicion z-z*
tedricamente prohibida (esto se correlaciona con el bajo valor del coeficiente de absorcion
molar, (1), observado) pero experimentalmente permitida en solventes polares.[126,128,129]
Este hecho es avalado por el corrimiento batocrémico que presenta la especie protonada
(Figura 1.2, espectros representados en color rojo), el cual es caracteristico de moléculas
aromaticas heteroatomicas con alta conjugacion y, consecuentemente, con bandas de
absorcion z-7* de baja energia. De acuerdo con la asignacion de las bandas de absorcion del
nHo hecha, independientemente, por Dias et al.,[126] Aull6 et al.[127] y Biondic y Erra-
Balsells,[130,131] los dos maximos que presenta esta sefial (336 y 348 nm) corresponderian a
la estructura vibracional de la banda S;—S;. La segunda banda, ubicada en la region del
espectro comprendida entre 264 nm y 300 nm (Amax ~290 nm) se asigna también a una
transicion z-7* permitida (alto e(4)) la cual, por proximidad energética, se encuentra
parcialmente solapada con otra banda correspondiente a una transicién de tipo n-z* que, en el
espectro, se observa como un hombro ubicado a 2 ~280 nm. Por Gltimo, puede observarse la
banda més energética y con mayor coeficiente de absorcién molar, ubicada entre 218 y 264
nm (Amax ~230 nm), con un hombro a 2 ~250 nm, correspondiente también a una transicién de
tipo z-7* permitida, caracteristica de sistemas aromaticos policonjugados.

En el caso de las especies protonadas, BCsH", (Figura 1.2, espectros representados en
color rojo) todas las bandas muestran un corrimiento batocrémico con respecto a las
transiciones observadas en medio alcalino. En todos los casos, estds bandas de absorcion han
sido asignadas a transiciones z-z*, debido a que, en esta especie, el par de electrones n del N-
piridinico se encuentra comprometido formando el correspondiente orbital molecular o.
Cuando la protonacién tiene lugar, este par de electrones incrementa su caracter sp> para

formar la union o y asi la probabilidad de interaccion (solapamiento, extension de la
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conjugacion) con el orbital HOMO (Highest Occupied Molecular Orbital) del sistema 7 es
mayor. Entonces, la banda de menor energia se desplaza hacia el rojo. Aullé y Tomas Vert
fueron los primeros en racionalizar y describir el comportamiento observado luego de la
protonacion de las BCs.[127]

Es importante destacar que, en el caso de los 9-metil derivados se observa el tipico
corrimiento batocromico en las tres bandas de absorcion caracteristicas provocado por la
protonacién del N-piridinico (Figuras 1.2 (b) y (d), respectivamente). Sin embargo, cuando se
comparan los espectros de los 9-metil derivados (9-Me-nHo y 9-Me-Ho) con el de las
correspondientes BCs no sustituidas (nHo y Ho, respectivamente) se observa que la banda de
menor energia, tanto de la especie protonada como la neutra, presenta un marcado corrimiento
batocromico (~10-15 nm) provocado por la metilacion del N-inddlico (efecto de

hiperconjugacion del grupo —CHys).
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Figura 1.2. Espectros de absorcién UV-visible. Las lineas en rojo corresponden a la especie protonada (pH= 4,8)
y en azul a la neutra (pH= 10,0). (a) nHo, (b) 9-Me-nHo, (c) Ho, (d) 9-Me-Ho y (e) Ha. Fuente: referencia[35]

1.4.3. Espectroscopia de fluorescencia
A lo largo de los ultimos 30 afios, se han efectuado numerosos estudios que describen
las principales caracteristicas fotoquimicas y fotofisicas de las fCs aromaticas mas abundantes

en la naturaleza (nHo, Ho y Ha, entre otras) en solucion acuosa.[122-124,132-135] En 1985,

Ghiggino et al. evaluaron y cuantificaron las vias de desactivacion radiativa de los estados
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electrénicos excitados S;. Estos autores propusieron el uso del nHo en H,SO4 1 N, como
compuesto de referencia fluorométrica para la determinacion de los rendimientos cuénticos de
fluorescencia de otras sustancias con capacidad de absorcion de la radiacion en la regién
comprendida entre 330 - 360 nm y con emisién en el rango de 380 a 650 nm.[136] Unos afios
mas tarde, Pardo et al. propusieron también el uso de Ha y Ho, entre otros derivados, como
referencia de fluorescencia.[135] En estos trabajos, también se determinaron los tiempos de
vida de fluorescencia del nHo, Ho y Ha en solucién acuosa, a pH acido. Valores de
rendimientos cuanticos (@g) y tiempos de vida de fluorescencia (z¢) de las BCs se recopilan en
la Tabla 1.3. Un detalle que es interesante destacar, es que en los estudios mencionados los
autores indican que el rendimiento cuéntico de fluorescencia no depende de la concentracion
de O; en la solucién. Sin embargo, recientemente Gonzalez et al. demostraron una clara
dependencia de las propiedades fotofisicas de estos alcaloides con la concentracién de oxigeno
disuelto en el medio acuoso.[114,137] Y en estudios previos realizados en solventes organicos
por Mesaros et al. se hace mencion de este efecto del O, en la emision fluorescente observado
para el caso del nHo y del Ho.[138]

De la recopilacion de estudios fotoquimicos y fotofisicos previos, desarrollados en

solucidén acuosa, se destacan las particularidades que se describen a continuacion.

1.4.3.1. Espectros de emision

En los espectros corregidos y normalizados correspondientes a las formas protonadas
(pH 4,8) y neutras (pH 10,0) del nHo, 9-Me-nHo, Ho, 9-Me-Ho, y Ha (Figura 1.3), se observa
que la emision fluorescente obtenida en medio acido muestran una unica banda de emisién
centrada en ~420 - 460 nm. Por su parte, los espectros de emision registrados en medio
alcalino muestran la presencia de dos bandas de emision, donde la banda de mayor intensidad
posee un maximo a la misma longitud de onda que la banda obtenida en medio &cido. En
consecuencia, ésta emision centrada en ~420 - 460 nm corresponderia a la emisiéon de la
respectiva forma protonada (‘[BCH']*). Por otra parte, la banda de menor intensidad, con
méaximo a ~360 - 390 nm, es asignada a la banda de emision tipica de las BCs neutras
(1[BCN]*). Esta asignacion se hace en base al conocimiento de la fotoquimica de las BCs en
solventes organicos, donde en solvente no polares y no préticos la sefial centrada en ~380 nm
es la Unica sefial observada, y que corresponde a la emision de la forma neutra desde su estado
electrénico excitado al fundamental ([1BCN]*—>[°BCN]).[122,139]
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Estos resultados son consistentes con el aumento de basicidad que experimenta el N-
piridinico de las BCs en el estado excitado, mencionado en la seccion 1.4.1. Por ello, ain a pH
10, la forma neutra de la BC en su estado excitado, experimenta una rapida protonacion por
intercambio de protones con el solvente durante el tiempo de vida del estado S;. Entonces, la
especie emisora predominante es la forma protonada de la BC en su estado excitado
([BCH']*) y no la forma neutra en su estado excitado (‘[BCN]*).[113-115,121,122,137] En la
Tabla 1.3 se detallan los principales parametros fotofisicos relacionados con la desactivacion
fluorescente de cada uno de los compuestos indicados en la Figura 1.3.

Como ya se menciono, en trabajos realizados por Gonzélez et al. se demostr6 una clara
dependencia de la desactivacion de los estados excitados de las BCs con la concentracion de
O, disuelto en solucién.[114,137] Los datos publicados muestran que, para nHo, 9-Me-nHo,
Ho, 9-Me-Ho y Ha, un aumento en la [O], produce una disminucién de sus @f. Esta
disminucion fue cuantificada por gréficas de Stern-Volmer en estado estacionario, dando
valores de constantes (Ksv = Kq ") para todos los casos de ~1,4 10> M (excepto para la Ha,
el cual es un orden de magnitud menor). Esto representa un valor para la constante
bimolecular de quenching (kq) de ~10° Mt s, 1o cual es consistente con la desactivacion de
los estados S; limitados por difusion, fenébmeno que esta de acuerdo con la desactivacion de la
fluorescencia producida por 0,.[140] (ver z¢ en la seccion 1.4.3.3). Como se menciond, la Ha
mostrd valores de Ksy considerablemente menores. Sin embargo, teniendo en cuenta el z= de la
Ha informado en la literatura (6,6 + 0,2 ns), se obtiene una constante de desactivacion kq ~10°
M™ s la cual es similar a las obtenidas para el resto de las BCs estudiadas. Es importante
notar que el coeficiente de difusion del O, en solucion acuosa, a 25 °C, es ~2,5 veces menor
que en un solvente hidrocarbonado. Entonces, aunque las constantes de velocidad tipicas
asociadas con la desactivacion del estado S; por O, en solventes hidrocarbonados tienen un
valor aproximado de 2-3 10 M s, el valor de kq obtenido para la desactivacion de la
fluorescencia de las BCs en agua es razonable y ciertamente se corresponde con un proceso

limitado por difusion.
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Figura 1.3. Espectros de emision fluorescente normalizados. Las lineas en rojo corresponden a la especie

protonada (pH = 4,8) y en azul a la neutra (pH = 10,0). (a) nHo, (b) 9-Me-nHo, (c) Ho, (d) 9-Me-Ho y (e) Ha.
Fuente: referencia[35].

Es importante destacar aqui un aspecto que es relevante para las discusiones que se
presentaran en las secciones y/o capitulos siguientes. Las formas protonadas (BCH) presentan
valores de @ mayores a los de sus respectivas formas neutras (BCN). Entonces, teniendo en
cuenta que el area bajo la curva de la banda de emision correspondiente a la especie neutra es
insignificante con respecto al area bajo la curva correspondiente a la emision de la especie
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protonada, la comparacion de los @¢ obtenidos para la forma protonada y neutra de cada BC,
presenta buena correlacion con la fraccion de la especie neutra en el estado excitado S;
([*BCN]*) que se protona, por intercambio de un H* con el solvente, para dar lugar a la
formacion de la especie ['BCH']*. Asi, por ejemplo para el caso del nHo, el @ producto de la
excitacion de la especie neutra (nHoN) representa ~30 % del valor obtenido en el caso de la
excitacion de la especie protonada (nHoH™). Teniendo en cuenta que a pH 10,0 la especie
emisora es ['nHoH*]*, estos resultados indican que sélo una fraccién menor al 30 % del
estado S; de nHoN (es decir, ['nHOoN]*) se protona para dar [*nHoH*]*. El resto, podria
desactivarse mediante, al menos, tres vias competitivas: (i) via cruce intersistemas desde S; a
T, (i) via radiativa (fluorescencia, Aqyo ~380 nm) y/o (iii) por conversion interna desde S; a Sp

(emision rapida de calor al medio).[137]

1.4.3.2. Espectros de excitacion

Es sabido que la intensidad de fluorescencia () de una solucién diluida de un cierto
soluto es proporcional a su (1), @, e intensidad de la ldmpara, a cierta longitud de onda. En
particular, si la intensidad de la ldampara se mantiene constante (en el rango de longitudes de
onda de excitacion (lexc)) Y s6lo si @ de dicho soluto es independiente de Aex, €ntonces Ig sera
proporcional al &(1).[141] Consecuentemente, el espectro de excitacion resultara una réplica
del espectro de absorcion. En estos términos, y teniendo en cuenta la superposicion existente
entre los espectros de absorcién y excitacion del nHo (en ambas condiciones de pH), Gonzélez
al et. concluyeron que el @ es independiente de la Aexc. Asimismo, a partir de los espectros de
excitacion y emision en medio alcalino, demostraron que a pesar de ser la forma neutra de las
BCs quienes absorben la radiacion incidente es, sin embargo, la forma protonada la principal
especie emisora (['BCH']*).[137] Este hecho est4 en consonancia con lo sugerido en las
secciones previas. En la Figura 1.4 se presentan los espectros de excitacion de fluorescencia de
ambas especies acido-base de tres PCs aromaticas particulares (nHo, Ho, Ha) y dos 9-metil
derivados (9-Me-nHo y 9-Me-Ho), conjuntamente a sus correspondientes espectros de

absorcion.
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Figura 1.4. Espectros normalizados de absorcion UV-visible (lineas continuas) y de excitacion de fluorescencia
(lineas punteadas). En cada caso se us6 como longitud de onda de analisis los respectivos valores de Aq, ™ de
emision de cada alcaloide listados en la Tabla 1.3. Las lineas en rojo corresponden a las especies protonadas (pH
=4,8) y en azul a las neutras (pH = 10,0). (a) nHo, (b) 9-Me-nHo, (c) Ho, (d) 9-Me-Ho y (e) Ha.

1.4.3.3. Tiempos de vida de fluorescencia

Existen numerosos trabajos donde se ha informado valores de los tiempos de vida de
fluorescencia (z¢) de BCs,[37,113-115,122,136,137,142-145] los cuales han sido determinados

en diferentes condiciones experimentales (solvente, pH, [O-], etc.). Sakurovs y Ghiggino,
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publicaron uno de los primeros trabajos en donde se determinaron los decaimientos de
fluorescencia del nHo en solucién acuosa (2 < pH < 10), observando que el mismo sigue un
comportamiento de primer orden, es decir muestra decaimientos mono-exponenciales, con z¢ =
22,0 £ 0,1 ns (fiwo = 450 nm). También, Gonzalez et al. obtuvieron valores de z¢ para el nHo,
de 21,8 £ 0,3y 20,9 = 0,3 ns (4w = 450 nm) a pH 4,8 y 10,0, respectivamente (ver Figura
1.5).[137] Este hecho reafirma nuevamente que, independientemente del pH de la solucién, la
principal especie emisora es ['nHoH']*. En concordancia con lo expuesto hasta el momento,
el 9-Me-nHo presenta el mismo comportamiento del estado emisor, es decir, que a pH 4,8 y
10,0 se observan similares z= (23,1 y 22,9 ns, respectivamente) correspondientes al *[9-Me-
nHoH']*.[114] Este comportamiento también se evidencia en las demas BCs presentadas en
este capitulo. En la Tabla 1.3 se reunen los valores de z en solucion acuosa para cada especie
acido-base publicado en literatura.

Asimismo, Gonzalez et al. también investigaron la dependencia del z= del nHo con la
[O,] disuelto a pH &cido.[137] Los datos obtenidos, al aumentar la [O,], dan valores de
constantes de Stern-Volmer (Ksv) de 1,3 + 0,1 M™, lo cual es completamente consistente con
los resultados que obtuvieron en los experimentos en estado estacionario (ver seccién 1.4.3.1).
Esto confirma, que el fendmeno de desactivacion de los estados S; estéa limitado por difusion,
lo que esta de acuerdo con la desactivacion de la fluorescencia producida por O,.
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Figura 1.5. Variacion de la intensidad de fluorescencia en funcién del tiempo. Traza experimental obtenida
excitando a 341 nmy registrando la emision a 450 nm, residuos y decaimiento en escala logaritmica. (a) pH 4,8 y
(b) pH 10,0. La linea negra representa el ajuste no lineal. Extraido de referencia [35]

1.4.3.4. Produccidn de Especies Reactivas de Oxigeno (EROs)

(a) Produccion de peroxido de hidrégeno (H20,)

Los valores reportados en literatura para los rendimientos cuanticos de formacion de
H.0, (Dh202) en solucion acuosa, indican que en general, las BCs producen dicha especie
reactiva con baja eficiencia, ya que sus respectivos @0, Son menores a 10 °.[114,137] (ver
Tabla 1.3). Asimismo, en el caso del nHo, ha sido comprobado que el peréxido de hidrégeno

se forma a partir de la desproporcion del O, generado durante la irradiacion de dicha BC con
luz UVA.[137]
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(b) Produccién de oxigeno singlete (*O,)

En investigaciones previas, se ha propuesto que las BCs son excelentes productoras de
10, actuando como fotosensibilizadores.[146,147] Sin embargo, hasta la fecha, la informacién
accesible en la literatura y de caracter cuantitativo relacionada con dicha propiedad (®,) es
escasa.

Becker et al. cuantificaron la eficiencia de produccion de 'O, (®,) fotosensibilizada
por nHo, Ho y Ha, en solventes organicos no préticos. En estas condiciones experimentales se
observaron valores de @, comprendidos en el rango 0,31-0,40.[147] Por su parte, Egorov et
al. realizaron estudios en soluciones acuosas, informando valores de &, considerablemente
inferiores.[148] EI valor publicado en una primera instancia fue @, ~0,03,[148,149] el cual
fue posteriormente corregido por los mismos autores a @, = 0,08.[150] Cabe destacar que
estos experimentos fueron realizados a pH 7, condicién en la cual estdn presentes ambas
especies &cido-base de esta BC.

Recientemente, en trabajos llevados a cabo en solucion acuosa por Gonzélez et al. se
profundizé el estudio cuantitativo de la generacién de *O, por BCs en funcion del pD y la [O3]
en solucién acuosa. En términos generales, estos resultados revelaron que si bien ambas
formas 4cido-base de las PCs son capaces de producir 'O,, lo hacen con una eficiencia
relativamente baja (&, ~0,08 - 0,10).[37,114,137,151] Cabe aclarar que, en el caso particular
de Ho, se observaron valores de @, similares al valor corregido reportado por Egorov et
al.[150]

Es importante sefialar que, por un lado, los valores de @, son totalmente coherentes
con los valores de @ que se registraron a la misma concentracién de oxigeno, es decir, la
suma de @, y @ no excede de 1,0. Por otro lado, una disminucion en &g observada con el
aumento en la concentracion de oxigeno, no se ve acompafiada de un aumento adecuado en
@,. Por lo que, el incremento en la [O,] favorece la desactivacién de S; hacia el estado
fundamental mediante procesos de conversion interna (S;—Sp) y no, tal como ocurre para casi
la totalidad de los compuestos organicos, donde un aumento en la eficiencia de cruzamiento
intersistemas (S;—T,) se ve favorecido por un aumento en la [O,] y, consecuentemente, a un
incremento en @,. Entonces las fCs representarian una familia de compuestos que muestran

un comportamiento excepcional en relacion a las reglas clasicas establecidas.[114,151]
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Tabla 1.3. Recopilacion de valores de distintas propiedades fotoquimicas y fotofisicas de nHo, Ho, Ha y sus respectivos 9-metil-derivados previamente publicados.
Entre paréntesis se indica la especie acido-base predominante en cada pH de trabajo: C y N indican las formas catidnicas (BCH") y neutras (BCN), respectivamente.

Compuesto  pK,"?  pKM® pH Aws/NM? &) x10°/Mtem®?®  Agee/nmP® b:° 7/ns® ®,° Doy
4 (C) 371 4,30 + 0,01 448 0,70 + 0,05 21,8 0,10+0,01 0,4610°
nHo 7.2°f 14,5f
10(N)  337y348 4,01y3,89+0,01 ~375y448 0,21+0,05 20,9 0,08+001 0,1210°
4 (C) 384 4,84 + 0,01 458 0,75 + 0,05 23,1 0,10+001 0,3810°
9-Metil-nHo nd ¢ -—-
10(N) 349y 362 5,06y 5,25 + 0,01 ~385y458 0,68+005 21y229 008+001 057107
4 (C) 365 4,45 + 0,01 431 0,85 + 0,05 21,2° 0,09+001 037107
Ho 74" 146" _
10(N) 335y 348 4,80y 4,50 +0,01 ~369y431 047+005 06y201' 010+001 01410°
4 (C) 377 5,03 + 0,01 444 0,93 + 0,05 245 0,09+0,01 030107
9-Metil-Ho nd ¢ 3
10 (N) 346y 360 4,36y 4,25+ 0,01 ~374y444 068+005 25y238 010+001 04710
4 (C) 350 7,86 + 0,01 417 0,49 + 0,05 7.1} 022+001 0,8410°
Ha 8,0 145" _
10(N)  325y336 5,35y 4,68 + 0,01 ~356y417 0,38+005 04y7,0' 013+001 0,3710°

pK.2 (N-piridinico). pK,"° (N-indélico). ® Maximos de absorcion de la banda de menor energia. ® Maximos de emisién. ¢ solucién acuosa equilibrada en aire. % solucién de D,O
equilibrada en aire. ® Rendimientos cuanticos de produccion de H,O, (especie detectada por un método enzimatico). 9 ~6-7. Todos los valores obtenidos de la referencia [35], excepto
los indicados: f Ref. [124]; " Ref. [116] ' Ref.[145] | Ref.[184].
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Cabe aclarar que, en general, la mayoria de las BCs poseen baja eficiencia de
produccion fotoinducida de EROs. Por lo tanto, a la luz de los resultados aqui expuestos, la
hipdtesis que sugiere como rol fotobioldgico central de estos alcaloides el de su
participacion en los mecanismos de defensa fotoinducidos contra agentes invasores (via la
produccion de EROs) pareceria ser muy poco probable. Sin embargo, una funcion
alternativa que vale la pena explorar podria estar relacionada con su participacion en

procesos de sefializacion intracelular mediada por EROs.

1.4.3.5. Desactivacion total de 'O, por fCs

La eficiencia de desactivacion del 'O, por parte de un determinado compuesto esté
relacionada con su capacidad antioxidante. En este sentido, los valores obtenidos para las
BCs en solucién acuosa no son despreciables. Las constantes de desactivacion total del O,

(ko) reportadas para nHo, Ho y Ha son del orden de ~10° y ~10’ Mt s*

para las formas
protonadas y neutras, respectivamente (Figura 1.6 y Tabla 1.4).[35] Esta diferencia de un
orden de magnitud entre las distintas formas acido-base, también fue revelada por métodos
de célculo QSPR (Quantitative Structure Property Relationship).[36] Ademas, el anélisis
de ciertos derivados clorados de la Ha revel6 que estos, en su forma &cida, presentan un
valor de k;un orden de magnitud mayor que la Ha.[37]

En relacion a otros compuestos ampliamente aceptados como excelentes
antioxidantes, tales como el p-caroteno, cuyo k; en solucién es del orden 10*° M*s™* [152]
las BCs serian antioxidantes mucho més débiles. No obstante, los valores obtenidos en
solucion pueden distar mucho de aquellos obtenidos en condiciones intracelulares. Por
ejemplo, un trabajo recientemente publicado revela que el B-caroteno no altera el tiempo de
vida del 'O, intracelular y por lo tanto, no puede ejercer su proteccién antioxidante a través

de una reaccion directa con dicha especie reactiva.[153]
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Figura 1.6. Desactivacion del oxigeno singlete por BCs, donde [Q] representa la concentracion de cada BC
estudiada, actuando como agente desactivador del oxigeno singlete (o, en inglés, quencher). Fuente:
referencia[35].

Tabla 1.4. Resumen de los valores de las constantes bimoleculares de desactivacion total del 'O, (k)
publicadas para seis derivados particulares de BCs.

ke/ Mt s (+0,5)

Compuesto oH 4.4 oH 10,0
Ho® 3,1x10° 2.8x 107
nHo? 2,2 x10° 5,0 x 107
Ha? 3,6 x 10° 3,5 x 10’
6-Cl-Ha" 1,4 x10° ~108- 10°
8-Cl-Ha" 4,3x 10’ ~10% - 10°
6,8-diCl-Ha" 1,6 x 10’ ~10% - 10°

4 Referencia[35], ? referencia [37].

1.5. Propiedades fotodinamicas de BCs: interaccion y daifio al material genético

1.5.1. Estudios previos de interaccion de fCs con el ADN

Teniendo en cuenta el tamafo relativamente pequefio, la planaridad, la
aromaticidad y los grupos funcionales que presentan las BCs, estos alcaloides cumplirian
con los requerimientos teoricos necesarios para unirse al ADN. Durante las décadas
pasadas se han realizado diversos estudios de la interaccion entre las BCs y dicha
biomolécula,[40,154-156] los cuales se detallan a continuacién:

v En uno de los primeros trabajos publicados (1984), Feigon et al.[156] describieron
a los piridoindoles como drogas que se intercalan en el ADN. En ese estudio, llevado a
cabo usando técnicas de RMN, los autores demostraron que la velocidad de disociacion del

complejo formado es relativamente alta.
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v Taira et al.[155] también sugirieron que seis BCs (nHo, Ho, Hol, Ha, d-hHol y d-
hHa) son capaces de intercalarse en el ADN. Estos autores demostraron que la magnitud de
esta intercalacion es fuertemente dependiente de la naturaleza del sustituyente y de la
planaridad de cada BC, siendo el nHo el alcaloide que presenta menor capacidad de
intercalacion. Cabe destacar que este estudio fue realizado en solucién acuosaapH 6y 7,6,
donde las BCs son capaces de presentar en solucion ambas especies acido-base de cada una
de las BCs estudiadas.

v Garcia-Zubiri et al.[154] investigaron la interaccidn entre 3-(N-metylcarboxamido)-
9H pirido[3,4b]indol (BCMAM) y ADN de doble y simple cadena. En todos los casos, se
observo una estequiometria de complejacion 1:1 (BCMAM: biomolécula). En este trabajo
se postula que la complejacion entre el ADN doble cadena y esta BC podria tener lugar a
través de la base guanina. Se cree que las uniones puente de hidrogeno entre el grupo
amida de la fCMAM vy el ADN facilitarian la asociacion. Ademads, en este caso, la
intercalacion pareceria no ser la Unica forma de interaccion. Es importante destacar que
todos estos estudios han sido llevados a cabo bajo las mismas condiciones de pH, cercanas
al pH fisioldgico, condicion en la cual sélo la forma neutra de la BCMAM estd presente en
solucion.

v En afio 2005, Cao et al.[40] estudiaron la capacidad de unién con el ADN de los
componentes de la familia de la Ha y sus derivados 9-sustituidos. En este trabajo, se hizo
evidente que la presencia de los sustituyentes alquilo cortos en la posicion 9 aumenta la
capacidad de intercalacion en el ADN de manera significativa, mientras que la del grupo
bencilo genera el efecto opuesto.

v Nafisi et al.[157] estudiaron la interaccion de las BCs nHo, Ho, Ha, d-hHol y
triptolina (t-hnHo), con el ADN utilizando espectroscopia infrarroja con transformadas de
Fourier (FTIR). Los resultados demostraron que existen ambos tipos de interacciones: via
unién a un surco Yy via intercalacion en la hélice.

v En un trabajo reciente, Shankaraiah et al.[158] sintetizaron nuevos conjugados BC-
chalcona y evaluaron su capacidad de union al ADN mediante métodos fluorimétricos,
viscosimétricos y computacionales (molecular docking). Los resultados demostraron una
interaccion con el ADN muy significativa junto a una llamativa estabilizacion de dicha
biomolécula.

v Al estudiar el efecto del pH en la union de diferentes pCs a ADN plasmidico
(PGEM-112), Gonzalez et al. encontraron que las formas protonadas (BCH") poseen mayor

interaccion con el ADN que las neutras (BCN) debido a la presencia de fuerzas de
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atraccion culdmbicas. De acuerdo a los valores obtenidos para las constantes de
desactivacion dinamicas (Kp) y estéaticas (Ks), los autores hallaron que la interaccion BC-
plasmido tiene una contribucién mayoritaria 0 puramente estatica, segun el pH de trabajo.
En términos de los valores de Ks obtenidos a pH &cido, la fuerza de las interacciones sigue
el orden: nHoH" ~HoH" < HaH® ~N-Me-nHoH" ~N-Me-HoH". Estos resultados se
presentan en la Figura 1.7 y en la Tabla 1.5.[159]

(a) (b)
[DNA] " 15004
1000 - (PGEM-112) £ @  Estacionario (pH = 4,4)
g™ Lg | M Dinimico (pH=44)
800 [PGEM-117] @ Estacionario (pH = 10,9)
1 B Dindmico (pH = 10,9)
16 |
600 |

T T T T T T T 1
20 40 60 80 100 120 140 160

Io/TD) / (zyf7)

-_ t(ns) 14 |
400
1.2 1
200 A
‘ 1.0
0 = T T T T T — 0‘0 50‘ c 10‘ . 15‘ A
350 400 450 500 550 600 650 : ve- Oe- Be-
A (nm) [PGEM-11z] (M en pb)

Figura 1.7. (a) Desactivacion de la emision de fluorescencia de harmano por plasmido pGEM-11z, en
soluciones acuosas. Experimentos realizados a pH 4,4 (en rojo) y pH 10,9 (en azul).Las flechas indican el
aumento en la concentracion de ADN. Inserto: desactivacion dinamica observada en condiciones acidas. (b)
Gréficos de Stern—-Volmer. Fuente: referencia[35].

Tabla 1.5. Resumen de los valores de constantes de desactivacion dindmica y estatica (Kp y Kg,
respectivamente) publicados en la literatura* para la interaccion de cinco BCs con plasmido pGEM-11z.

Ks/10°M™ Kp/10° M*
Compuesto  —  pH 10,9 pH 4.4 pH 10,9
Ho 3.9 23 054 0,02 0
nHo 42 14 0,52 + 0,02 0
Ha 12,3 4,7 0,33+0,03 0
N-Me-nHo 7.6 6,5 0,25 + 0,05 0
N-Me-Ho 13,2 12,7 0,90 + 0,04 0

* Fuente: referencia[35].
1.5.2. Estudios previos relacionados con dano al ADN fotosensibilizado por pCs

Debido a las propiedades opticas de las BCs (absorcion en la region del UVA y/o
visible) y también al comportamiento fotoquimico y fotofisico que poseen estos alcaloides,
a lo largo de la dltima década se ha investigado su capacidad de actuar como
fotosensibilizadores adecuados para el ADN y sus componentes. Los estudios previos,

registrados en la literatura, relacionados con este tema se resumen a continuacion:
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v Se conoce que nHo es capaz de interaccionar e inducir dafio fotosensibilizado a
componentes del ADN (dGMP[160] y dAMP[161]), dando como resultado, entre otros
fotoproductos 8-0xo0-dGMP y 8-oxo-dAMP, ambos marcadores de dafio oxidativo.
v Toshima et al. sintetizaron hibridos glicoconjugados, BC-carbohidratos, los que
fueron usados como agentes fotoactivos que clivan el ADN bajo la accion de la luz.[162]
El mecanismo propuesto por estos autores involucra la intercalacion de los mismos en el
ADN. Ademas proponen gue, los enlaces C=N conjugados en la molécula de BC podrian
generar un estado fotoexcitado luego de la absorcion de la radiacion, el cual seria capaz de
clivar el ADN por transferencia de electrones, abstraccion de hidrogeno y/o generacion de
oxigeno singlete.
v Cao et al. evaluaron la capacidad de la Ha y sus derivados 9-sustituidos de inducir
dafos (ruptura del enlace fosfodiéster que, denominaremos indistintamente como clivaje o
corte de simple cadena) en el ADN bajo irradiacion. Los resultados obtenidos mostraron
que existe una dependencia del dafio fotoinducido al ADN con la naturaleza y posicion de
los sustituyentes. Aquellos compuestos con sustituyentes que ceden electrones poseen una
mayor capacidad de fotoclivaje, mientras que los sustituyentes atractores de electrones
disminuyen esta propiedad [163].
4 Garcia-Zubiri et al.[164] investigaron el fotoclivaje de la molécula de ADN por la
BCMAM, incubando las muestras por 12 horas a 25 °C en presencia de luz. Como
resultado final observaron la ausencia de cortes en las cadenas de ADN.
v Asimismo, Gonzalez et al. pusieron de manifiesto la capacidad que presentan
ciertas BCs para actuar como agentes fotosensibilizadores del ADN[159,165] y sus
componentes.[161] En dichos trabajos, se demostro que la magnitud del dafio producido en
el ADN plasmidico luego de la irradiacion fotosensibilizada es mayor a pH acido que a pH
alcalino. Es decir, las formas protonadas (BCH"), son mejores fotosensibilizadores del
ADN que las correspondientes formas neutras (BCN). Esta tendencia fue explicada
teniendo en cuenta que, independientemente de la condicion de pH, los principales
procesos fotofisicos y fotoquimicos ocurren desde el primer estado electronico excitado
singlete de las formas protonadas ([‘BCH']*).[114,137] EIl hecho de que la magnitud del
dafo fotoinducido sea menor en medio alcalino, concuerda con que en esta condicién de
pH sélo la fraccion de la especie ['BCN]* que se protona, es capaz de dar lugar al proceso
fotosensibilizado.

A su vez, los estudios cinéticos en presencia de secuestradores de EROs

demostraron que dichas especies reactivas no participan en el mecanismo de dafio, y que
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por tanto, el corte en una simple cadena (CSC) del ADN se produce por un mecanismo
Tipo | (transferencia de electrones) a partir de la especie ['BCH]*.

Ademas, al estudiar la potencia relativa de un grupo de BCs como
fotosensibilizadores de ADN plasmidico, los autores obtuvieron la siguiente tendencia:
nHo ~Ho < 9-Me-nHo ~9-Me-Ho < Ha. Adjudicaron el orden observado a tres factores, a
su vez modulados por el pH del medio: (i) las diferentes propiedades fotofisicas de cada
compuesto, (ii) las diferencias en las capacidad de interaccion-union de cada BC al ADN y
(iii) la presencia de vias fotoquimicas adicionales tales como, foto-oxidaciones de bases
y/o formacion de dimeros de timidina inducidas, selectivamente, por el fotosensibilizador.
En virtud de este Gltimo punto, el analisis de los fotoproductos obtenidos en el ADN
demostro la presencia de modificaciones oxidativas en las bases, sitios de pérdidas de
bases y cortes en simple cadena. Solamente en el caso en que la Ha se utiliz6 como
fotosensibilizador, se detectaron dimeros de timina. Los autores argumentan que dicha BC
es la Unica de las estudiadas que cumple con las condiciones energéticas necesarias, desde
el punto de vista termodinamico, para inducir este tipo de lesion. Es decir, la energia del
estado triplete excitado de la HaH" es lo suficientemente alta como para inducir (via
transferencia de energia al estado triplete de las bases de timinas que conforman el ADN)
la formacion de dimeros de timina (T<>T).

v En una publicacién reciente, Vignoni et al. [112], compararon el perfil de dafio del
ADN fotosensibilizado por ciertas BCs, en condiciones intra y extracelulares. Los
resultados obtenidos demostraron que el dafio al ADN celular fue 5 veces menor al
producido sobre ADN extracelular debido al quenching eficiente de la BC fotoexcitada con
componentes celulares (proteinas, etc). Ademas, el perfil de dafio encontrado fue diferente:
se hallaron modificaciones oxidativas de purinas y sitios apurinicos/apirimidinicos en
ambas condiciones, pero los cortes en simple cadena y dimeros de timina s6lo en las
irradiaciones realizadas con “ADN desnudo”. En el caso de dafio al ADN intracelular, la
ausencia de CSC fue explicada como consecuencia de su reparacion rapida (t;, menor que
5 minutos) que tiene lugar antes de que pueda hacerse el analisis, mientras que la ausencia
de los dimeros de timina fue explicada por la desactivacion intracelular de las Cs en su
estado S; o Ty, y por lo tanto, menor rendimiento cuéntico de estado triplete (estado del
cual ocurre exclusivamente la transferencia de energia que lleva a la formacién de los
dichos dimeros). Ademas, la interaccion BC-ADN que determina la eficiencia de la
transferencia de energia triplete-triplete, debe ser mas débil en las células que para el ADN

extracelular.
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El mismo trabajo describe, ademéas, que Ha y 9-Me-Ha son capaces de inhibir la
proliferacion de células V79 en cultivo y de inducir la formacion de microndcleos bajo
irradiacion con luz UVA.

La informacion presentada en los parrafos anteriores se condensa en la siguiente

figura:

Dario extracelular Dafio intracelular

Figura 1.8. Las BCs en estado excitado (BC*) fotosensibilizan al ADN y se obtienen diferentes fotoproductos
segln las condiciones experimentales. En la irradiacion del ADN extracelular (o “ADN desnudo”), se
generan mayormente modificaciones oxidativas tales como 8-0xo-guanosina (8-oxo-Gua), sitios
apurinicos/apirimidinicos o de pérdidas de bases (sitios AP) y cortes en simple cadena (CSC). Algunas BCs
son capaces de formar, ademas, dimeros de timina (T<>T). En condiciones intracelulares, no se observa la
formacion de CSC y T<>T. Fuente: referencia.[112]
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Sintesis y caracterizacion quimica y fotoquimica de N-metil fCs. Estudios en solucién acuosa

2.1. Introduccién

En el capitulo anterior se presentd la informacion actualmente disponible en la
literatura relacionada con las propiedades fisicoquimicas y fotoquimicas, en solucion acuosa,
de un grupo reducido de BCs y derivados metilados. En el marco de los objetivos generales y
de los intereses particulares de esta Tesis, la informacion disponible es aun escasa o nula,
principalmente, en el caso de los derivados cationicos metilados en la posicion N-2 (cationes
cuaternarios de tipo amonio).

En este contexto, se comenzo con la sintesis y caracterizacion sistematica quimica y
fotofisica de varios derivados metilados de BCs. En particular, se sintetizaron y caracterizaron
N-metil derivados de nHo, Ho y Ha, sustituidos en las posiciones 2 y/o 9 (N-2 y/o N-9)
(Esquema 2.1). Los procedimientos y etapas de sintesis y purificacion seguidas se describen
detalladamente en la seccion 2.4.2. Cada compuesto obtenido fue caracterizado mediante
espectroscopia de absorcién UV-visible, de emision fluorescente, RMN-'H y cromatografia
liquida de alta eficiencia (HPLC).

En solucion acuosa, la carga neta del alcaloide depende, principalmente, de la
naturaleza quimica y posicion de los sustituyentes y del pH del medio. En particular, las BCs
naturales aromaticas nHo, Ho y Ha presentan dos grupos ionizables que se ponen en evidencia
en el rango de pH comprendido entre 2 y 14 (Capitulo 1). Sin embargo, y tal como se
desprende de su estructura quimica, los derivados que se estudiaran en este capitulo presentan
el blogueo de uno o ambos grupos nitrogenados ionizables debido a la formacion del o de los
enlaces N-CH3 (Esquema 2.1). Asi, aquellos derivados sustituidos en la posicién 9 (N-9) solo
presentan un anico equilibrio acido-base que involucra el nitrégeno piridinico (N-2) (Esquema
2.2), mientras que los derivados metilados en la posicion 2 (N-2) presentan un Unico grupo
funcional ionizable correspondiente al nitrogeno indélico (N-9) (Esquema 2.3). En este ultimo
caso, cabe aclarar que la especie zwitterionica (BCZ) presenta un equilibrio tautomérico con su
correspondiente base anhidra o forma quinoénica (BCQ).[1] Ciertamente, la especie tautomérica
predominante dependera fuertemente de la polaridad del solvente. Asi, en solventes altamente
polares como el agua, dicho equilibrio tautomérico esta fuertemente desplazado hacia la
especie BCZ (Esquema 2.3). Tal como es de esperar, los derivados 2,9-di-metil sustituidos no

presentan grupos ionizables en el intervalo completo de pH anteriormente indicado.
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norHarmano (nHo) -H -H -H -H
2-Metil-norHarmanio (cation) _ ) ) )
loduro de 2-Metil-norHarmanio (2-Me-nHo) H CHs H H
9-Metil-norHarmano (9-Me-nHo) -H -H -H -CHs

2,9-diMetil-norHarmanio (cation)
loduro de 2,9-diMetil-norHarmanio (2,9-diMe-nHo)

Harmano (Ho) -CH; -H -H -H

2-Metil-Harmanio (cation)
loduro de 2-Metil-Harmanio (2-Me-Ho)

9-Metil-Harmano (9-Me-Ho) -CH; -H -H -CH,

2,9-diMetil-Harmanio (cation)
loduro de 2,9-diMetil-Harmanio (2,9-diMe-Ho)

Harmina (Ha) -CH; -H -OCH; -H

‘H CH; -H -CHj

«CHy -CH; -H  -H

CH; -CH; -H -CH,

2-Metil-Harminio (cation)
loduro de 2-Metil-Harminio (2-Me-Ha)

9-Metil-Harmina (9-Me-Ha) -CH; -H -OCH; -CHj

-CH; -CH; -OCH; -H

2,9-diMetil-Harminio (cation)
loduro de 2,9-diMetil-Harminio (9-Me-Ha)
Esquema 2.1. Estructura quimica de las BCs empleadas a lo largo de este trabajo de Tesis.

-CH; -CH; -OCH; -CHj

NH* N
\ / PN~ 6-7 \ /
R R
N 1 N 1
Ry \ R7 \
CH3 CH3
Catién (BCH™) Neutra (BCN)

Esquema 2.2. Estructura quimica y equilibrio acido-base en solucién acuosa de los derivados sustituidos en el
nitrogeno 9 (N-9).
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Quinona (BCQ)
Tautomeria
N*—CHg N*—CHj
\ / pKN® ~11-12 \ /
R R
N 1 N !
R7 H R7 -
Cation (BC-CH3") Zwitterion (BCZ)

Esquema 2.3. Estructura quimica y equilibrio acido-base en solucion acuosa de los derivados sustituidos en el
nitrogeno 2 (N-2).

Como se menciond en el capitulo anterior, cada especie &cido-base posee una
distribucion electronica particular, lo que le confiere propiedades fisicoquimicas y
fotoquimicas verdaderamente distintivas. Por ello, resulta imprescindible conocer cuél o
cudles son las especies que se encuentran presentes, mayoritariamente, en cada una de las
condiciones experimentales.

En este capitulo se describen los resultados de la caracterizacién quimica, fotoquimica
y fotofisica de seis derivados catidnicos del tipo piridonio (amonio cuaternario) de BCs: 2-Me-
nHo, 2,9-diMe-nHo, 2-Me-Ho, 2,9-diMe-Ho, 2-Me-Ha y 2,9-diMe-Ha (Esquema 2.1). En
particular, se presentan los espectros de absorcion UV-visible de las distintas especies acido-
base presentes en solucion acuosa en el rango de pH comprendido entre 2 y 14. Se presentan
los resultados de titulaciones espectrofotométricas realizadas, conjuntamente con los valores
de las correspondientes constantes de disociacion acida (K,). Se evalla la estabilidad térmica
en solucion de los compuestos mencionados, en funcion del pH de la solucion. Se presentan,
ademas, los espectros de excitacion y emisién fluorescente, determinando los correspondientes
rendimientos cuanticos de fluorescencia (@g). Los estudios dinamicos de fluorescencia
complementan la caracterizacion fotofisica, brindando informacion sobre los tiempos de vida

(z¢) de los estados electronicos excitados de multiplicidad singlete. Se cuantifica la eficiencia
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de produccion fotosensibilizada de oxigeno singlete (®,) por parte de los derivados
sintetizados. Asimismo, se evalUa la dependencia de estos parametros con el pH del medio.
Con fines comparativos, se incluyen ademas los resultados obtenidos tanto para las Cs
no sustituidas nHo, Ho y Ha como para los respectivos 9-metil derivados descriptos en el
Capitulo 1. Ademaés, en el caso de los derivados cationicos en los que existan valores de
referencia ya publicados en la literatura, los mismos serdn comparados con los valores

obtenidos en el presente trabajo de Tesis.
2.2. Resultados y discusiones

2.2.1. Determinacion espectroscopica de las constantes de disociacion écido-base de los N-
metil derivados

2.2.1.1. Titulacion espectrofotométrica de 2-metil derivados

En la Figura 2.1 se muestra el comportamiento diferencial que presenta este tipo de
derivados en relacion a lo observado para las correspondientes BCs aromaticas no sustituidas
(Capitulo 1, Esquema 1.3). En el rango de pH comprendido entre 2 y 9, no se observan los
desplazamientos tipicos de las bandas de absorcién en funcion del pH descripto en el Capitulo
1. Dicho desplazamiento, debido a la desprotonacién del nitrogeno piridinico (N-2), en el caso
de los nuevos derivados de sintesis no puede ocurrir, porque dicha posicion esta bloqueada por
la presencia del grupo metilo. Sin embargo, al incrementar la basicidad del medio comienza a
observarse el desplazamiento tipico de las bandas correspondiente a la desprotonacion del
nitrégeno indolico (N-9) (Figura 2.1). Del analisis de las curvas de titulacion
espectrofotométricas se obtienen los correspondientes valores de las respectivas constantes de
disociacion écida (Kj) (Tabla 2.1). Los resultados obtenidos indican que:

(i) Los valores de K, obtenidos en este trabajo de Tesis son iguales, dentro del error
experimental, a los descriptos previamente en la literatura para compuestos similares.[1-3]

(ii) La presencia del grupo metilo en la posicion N-2 induce un incremento en la acidez del
NH-indélico (disminucion en el valor de pK,"®) de los 2-metil derivados en comparacién con
las correspondientes BCs aromaticas no sustituidas (pKa"° 2-Me-BCs < pKa"° BCs).

(i) Aunque de forma moderada, en la serie de 2-metil derivados se observa la tendencia pKy"-
® 2-Me-Ha > pK,"® 2-Me-Ho > pK,V® 2-Me-nHo (11,7, 11,5 y 10,9, respectivamente).
Brevemente, a medida que se incrementa el nimero de sustituyentes con mayor caracter donor
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de electrones en el anillo aromético (-H, -CH3 y ~OCH3 en 2-Me-nHo, 2-Me-Ho y 2-Me-Ha,
respectivamente) se reduce el cardcter acido del NH-inddlico, como consecuencia de una
menor estabilizacion y/o deslocalizacion de la carga negativa correspondiente a la base
conjugada (especie zwitterionica, BCZ) que se genera como producto de la reaccion de
disociacion acido-base (Esquema 2.3).

(iv) La influencia que ejercen los sustituyentes sobre las diferentes propiedades fisicoquimicas
de este tipo de alcaloides depende de su estructura y de su posicion relativa en el anillo pirido-

indélico, unidad estructural comdn en todas las estructuras.
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Figura 2.1. Evolucion de los espectros de absorcion UV-visible de 2-Me-BCs en solucidn acuosa, en funcion del
pH. Las flechas indican el sentido en el que aumenta el pH. A la derecha se muestran las curvas de titulacion
obtenidas a dos longitudes de onda diferentes. Las lineas representa el ajuste realizado con la ecuacion 2.4.3. (a)

2-Me-nHo (80 uM), (b) 2-Me-Ho (35 uM) y (c) 2-Me-Ha (34 uM).
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2.2.1.2. Titulacién espectrofotométrica de 9-metil derivados

Como se describio en el Capitulo 1, cuando el N-inddlico (N-9) se encuentra
sustituido, como es el caso de los 9-metil derivados, en el rango de pH comprendido entre 2 y
14, se observan los desplazamientos tipicos de las bandas de absorcion UV-visible en funcion
del pH. Dichos desplazamientos corresponden al equilibrio de ionizacion del N-piridinico (N-
2) (Esquema 2.2). Con fines comparativos y con la intencion de caracterizar estos derivados
preparados, se procedié a cuantificar espectrofotométricamente dichos equilibrios de
ionizacion, tal cual se presenta en la Figura 2.2. Del anélisis de las curvas de titulacion
espectrofotométricas se obtienen los valores correspondientes a las respectivas constantes de
disociacion écida (Kj) (Tabla 2.1). Los resultados obtenidos indican que:

(i) La presencia del grupo metilo en posicion N-9 induce un incremento en la acidez del NH-
piridinico (disminucién en el valor de pK.") de los 9-metil derivados en comparacion con las
correspondientes BC aromaticas no sustituidas (pKa" 2 9-Me-BCs < pKz"2 BCs).

(i) La serie de 9-metil derivados estudiados muestra la siguiente tendencia moderada: pK,"
9-Me-Ha > pK,"2 9-Me-Ho > pK,"2 9-Me-nHo (7,1, 6,6 y 6,3, respectivamente). Es decir que
a medida gue se incrementa el nimero de sustituyentes con mayor caracter donor de electrones
en el anillo aromético (-H, -CH3 y —-OCH; en 9-Me-nHo, 9-Me-Ho y 9-Me-Ha,
respectivamente), se reduce el caracter acido del grupo NH-piridinico.

(iii) Estos resultados evidencian, una vez mas, la influencia del tipo y la posicion del

sustituyente en las propiedades fisicoquimicas del anillo pirido-inddlico.
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Figura 2.2. Evolucion de los espectros de absorcion UV-visible de 9-Me-BCs en funcion del pH. Las flechas
indican el sentido en el que aumenta el pH. A la derecha se muestran las curvas de titulacion obtenidas a dos
longitudes de onda diferentes. Las lineas representa el ajuste realizado con la ecuacion 2.4.3. (a) 9-Me-nHo (250

uM), (b) 9-Me-Ho (25 uM) y (c) 9-Me-Ha (10 uM).

50



Sintesis y caracterizacion quimica y fotoquimica de N-metil fCs. Estudios en solucién acuosa

Tabla 2.1. Valores de las constantes de disociacion &cido-base de N-Me-BCs.

Entrada Compuesto <pK V%> <pK ">
72° 145%
1 nHo 790 1457
c --- 10,9+0,2
2 2-Me-nHo 1097
3 2-Me-nHo ¢ 11,5+0,1
4 2-Me-nHo® --- 11,5+0,1
5 9-Me-nHo 6,3+0,3
6 2, 9-diMe-nHo
7,7°
! Ho 7377 146"
--- 115+0,1
8 2-Me-Ho . 11200
9 9-Me-Ho 6,6 +0,2
10 2, 9-diMe-Ho -
7,5;°
11 Ha 8,0? 1452
7,70 >14"
--- 11,7+0,1
12 2-Me-Ha e
13 9-Me-Ha 71+01
14 2, 9-diMe-Ha

2 Ref. [3], P Ref. [4], © 9Y® Fuerza i6nica (FI) 0,05, 0,55 y 1,05, respectivamente. Valores calculados
a partir de la concentracion total de NaCl, de BC y de HO™ presentes al final de Ia titulacion. " Ref.
[5]. ¢ Ref. [6]. " Ref. [7]. | Ref. [1]. Ref. [2]. ¥ Ref. [3].

2.2.1.3. Evaluacién del efecto de la fuerza iénica sobre los valores de las constantes de

disociacion acido-base

Es sabido que una fuerte variacion en la fuerza idnica de las soluciones puede afectar
los equilibrios &cido-base de diferentes compuestos. Tal como se describira en los capitulos
siguientes, los ensayos de interaccion y dafio de macromoléculas fotoinducidos por N-Me-BCs
(Capitulos 3 y 4), fueron realizados empleando soluciones buffers para controlar el pH del
medio. Por lo tanto, se vuelve relevante definir u optimizar dichas condiciones experimentales
(pH, fuerza ionica, naturaleza quimica de las especies presentes, etc.), y, en particular, conocer
el efecto de la fuerza idnica sobre los equilibrios mencionados en la seccién previa.

En este contexto, se resolvio efectuar titulaciones espectrofotométricas del 2-Me-nHo,
como ejemplo representativo, en tres soluciones diferentes cada una con un valor de fuerza
ionica (FI) de 0,05, 0,55 y 1,05, respectivamente. Tal como se describe en la seccion 2.4.4.4 la

fuerza ionica de cada solucion se ajusté empleando diferentes concentraciones de NaCl.
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En la Figura 2.3 se presentan los espectros de absorcién junto con las respectivas
curvas de titulacion espectrofotométricas. En todos los casos se observé el mismo patron de
cambio espectral, conservando la posicién de maximos, minimos y puntos isosbésticos.
Ademas, mediante el ajuste no lineal de las curvas de titulacién, empleando la ecuacion 2.4.3,
se obtuvieron las correspondientes constantes de disociacion &cida (K,). Estos valores se
presentan en forma de pK, en la Tabla 2.1 (entradas 2 a 4).

Ciertamente, los valores obtenidos para las condiciones de FI 0,55 y 1,05 son
ligeramente superiores al valor observado en la titulacion de las soluciones libres de NaCl (FI
= 0,05) (diferencia experimental observada, ApK,, ~0,6). Sin embargo, también es claro que
no se observa una tendencia o una correlacion directa entre los valores de pK, y FI. En este
contexto, cabe mencionar que en ninguno de los casos es posible obtener datos confiables en
condiciones de pH superiores a 13, que permitan extender la meseta de la curva de titulacion.
Esto se debe a la inestabilidad que presentan las soluciones altamente alcalinas, muy
probablemente debido a la precipitacién de la especie acido-base (zwitterion) presente en
condiciones alcalinas extremas (ver seccion 2.2.2.2). Por lo tanto, la leve diferencia
experimental observada (ApK, ~0,6) podria asociarse a errores experimentales tanto en las
determinaciones como en los ajustes matematicos no-lineales de los datos experimentales

obtenidos.
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Figura 2.3. Evolucion del espectro de absorcion UV-visible de 2-Me-nHo (100 uM en agua) en funcion del pH y
la concentracion de NaCl. Las flechas indican el aumento del pH. A la derecha se muestran, a modo
representativo, solamente las curvas de titulacion espectrofotométrica obtenidas a dos longitudes de onda
diferentes empleando la ecuacion 2.4.3. (a), (b) y (c) Concentracion de NaCl 0, 0,5y 1,0 M, respectivamente.
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2.2.2. Propiedades quimicas, fotoquimicas y fotofisicas de N-Me-fCs en solucion acuosa
2.2.2.1. Espectroscopia de absorcion UV-visible

En las Figuras 2.4 a 2.6 se muestran los espectros de absorcion UV-visible de distintas
especies acido-base presentes en solucion acuosa en el rango de pH comprendido entre 2 y 9,5
de las diferentes N-Me-BCs investigadas. Puede apreciarse que las BCs cuaternarias (2-Me-
BCs y 2,9-diMe-BCs), presentan las tres bandas caracteristicas de las BCs aromaticas (Figuras
2.4 a 2.6, graficos (b) y (d), respectivamente). En particular, este comportamiento es similar al
observado para las especies protonadas de los derivados no-sustituidos en la posicion N-2
(Figuras 2.4 a 2.6, gréficos (a) y (c), respectivamente).

En soluciones a pH 4,0, el par de electrones n del N-2 se encuentra comprometido
formando parte del correspondiente orbital molecular o ya sea con el proton (en el caso de las
BCs aromaticas no-sustituidas y de los 9-metil derivados) o con el grupo metilo (en el caso de
las BCs cationicas cuaternarias). Consecuentemente, y tal como se discutio en el Capitulo 1,
todas las bandas de absorcion observadas corresponden a transiciones z-z*. Este hecho
conduce, ademas, a un incremento en la probabilidad de solapamiento de orbitales y/o a la
extension de la conjugacion del sistema 7. Esto explica el desplazamiento batocromico
observado en los espectros de absorcion de BCH" y 2-Me-BC (BC-CHs").
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Figura 2.4. Espectros de absorcién UV-visible. Lineas en rojo, solucién acuosa a pH 4,0 y en azul a pH 9,5. (a)
nHo, (b) 2-Me-nHo, (c) 9-Me-nHo y (d) 2,9-diMe-nHo.
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Figura 2.6. Espectros de absorcién UV-visible. Lineas en rojo, solucién acuosa a pH 4,0 y en azul a pH 9,5. (a)
Ha, (b) 2-Me-Ha, (c) 9-Me-Ha y (d) 2,9-diMe-Ha.

Ademas, cabe destacar que la metilacion en los diferentes 4&tomos de nitrogeno del
anillo pirido-indolico de las BCs induce un claro desplazamiento batocrémico en todas las
bandas de absorcion con respecto a lo observado para las formas protonadas de las respectivas
BCs aromaticas no-sustituidos en las posiciones N-2 y N-9 (Figura 2.7). En particular, se
destaca que este efecto es mas evidente cuando el grupo metilo se encuentra en posicion N-9
comparado con la sustitucion en posicion N-2, provocando un corrimiento del espectro de ~15
nm y ~5 nm, respectivamente. Claramente la adicion de los dos grupos metilo en el anillo B-
carbolinico provoca que el desplazamiento sea ain mayor (~20 nm), como consecuencia del

efecto donor de electrones aditivo de ambos grupos metilo.
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2.2.2.2. Estabilidad térmica de sales cuaternarias (ioduros) de piridonio del tipo 2-Me-fCs

Se estudio la estabilidad térmica de soluciones acuosas de los derivados cationicos del
nHo (2-Me-nHo y 2,9-diMe-nHo), empleando para el monitoreo la técnica de espectroscopia
de absorcion UV-visible. Los resultados presentados en la Figura 2.8 indican que ambos
compuestos investigados se mantuvieron estables luego de ser almacenados por méas de 60
dias en solucion acuosa (2 < pH < 9 o 10) y en oscuridad. Por el contrario, las soluciones
alcalinas (pH > 9) del 2-Me-nHo, mantenidas en oscuridad mostraron reaccién quimica
reversible (Figura 2.8 (b)). En particular el 2-Me-nHo presenta el equilibrio acido-base que da
como resultado la formacion de una especie zwitterionica, como consecuencia de la
disociacion del protén del NH-indélico (pKa"® ~11, Esquema 2.3.) Este equilibrio acido-base
reversible, se muestra en la Figura 2.8 (b), mediante los espectros de absorcion UV-visibles
iniciales y “finales o de regreso” de soluciones de 2-Me-nHo que fueron acidificadas después
del tratamiento alcalino (pH > 10,0). De acuerdo a los espectros se observa que posteriormente
al tratamiento en etapas (i) alcalino - (ii) acido, se obtiene el mismo espectro de absorcion que
el de una solucion recién preparada a pH &cido. Esto indicaria una completa reversion del
equilibrio &cido-base sin reaccion quimica irreversible.

En comparacion, el derivado 2,9-diMe-nHo permanece inalterado almacenado tanto en
medio acido como alcalino. Este hecho estd en consonancia con la ausencia de equilibrios
acido-base de los derivados 2,9-di-metilados, por lo que en el rango de pH en estudio solo es
posible tener presente una unica especie que mantiene su estructura y, consecuentemente, sus

propiedades quimicas.
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Figura 2.8. Espectros de absorcion UV-visible de soluciones acuosas de 2-Me- y 2,9-diMe-BCs almacenadas en
oscuridad por mas de 60 dias, bajo diferentes condiciones de pH. (a) Soluciones &cidas (pH 4) de 2-Me-nHo
almacenadas durante diferentes intervalos de tiempo, (b) 2-Me-nHo inicialmente en solucién acuosa acida (rojo),
la cual fue alcalinizada (azul, pH ~11,2) y posteriormente acidificada (verde, hasta pH ~6,8). Espectro final a pH
~10,2 (negro, vuelto a alcalinizar). (c) y (d) Soluciones de 2,9-diMe-nHo &cida (pH 4) y alcalina (pH 10),
almacenadas diferentes intervalos de tiempo.

2.2.2.3. Espectroscopia de fluorescencia
(a) Espectros de emisién de fluorescencia

En las Figura 2.9 a 2.11 se presentan los espectros de emision de fluorescencia
corregidos y normalizados para los tres grupos de N-metil derivados (N-Me-nHo, N-Me-Ho y
N-Me-Ha), registrados en solucion acuosa, en el rango de pH comprendido entre 4 y 9 o 10.
Brevemente, los tres grupos de compuestos muestran el mismo comportamiento general. En
todo el rango de pH estudiado todos los derivados metilados en la posicién N-2 (tanto los
derivados mono- como los di-metilados) presentan una Unica banda de emision, intensa,
centrada en ~430-460 nm (Figuras 2.9-2.11 (b) y (d) y Tabla 2.2). Esta banda corresponde a la
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emision desde el estado excitado singlete de la especie cationica (BC metilada en el N-2), ya
que ésta es la Unica especie presente en solucion en este rango de pH (Capitulo 1).
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Figura 2.9. Espectros de emision de fluorescencia corregidos y normalizados en solucion acuosa. Las lineas en
rojo, solucién acuosa a pH= 4,0 y en azul a pH=9,5. (a) nHo, Ae, 371 y 348 nm, respectivamente, (b) 2-Me-nHo,
Aexc 374 nm, (C) 9-Me-nHo, ey 384 y 362 nm, respectivamente y (d) 2,9-diMe-nHO, Aey 388 nm.
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Figura 2.11. Espectros de emision de fluorescencia corregidos y normalizados en solucién acuosa. Las lineas en
rojo, solucién acuosa a pH= 4,0 y en azul a pH= 9,5. (a) Ha, ey 350 y 336 nm, respectivamente, (b) 2-Me-Ha,
Aexc 360 NM, (C) 9-Me-Ha, ¢y 363 y 347 nm, respectivamente y (d) 2,9-diMe-Ha, Aey. 368 nm.

Con el fin de facilitar la comparacién, en estas figuras se muestran los espectros de
emision normalizados de ambas especies &cido-base de las fCs arométicas no sustituidas y de
las 9-Me-BCs (Figuras 2.9 — 2.11, (a) y (c), respectivamente, y Tabla 2.2) ya presentados y
descriptos, detalladamente, en el Capitulo 1. Como se mencion6 anteriormente, en condiciones
acidas, todas las BCs aromaticas sin sustitucion en el N-2 presentan un espectro de emision
caracteristico con una Unica banda de emisién centrada en ~430-460 nm, la cual fue asignada a
la emision de la especie protonada (BCH™). Por su parte, en medios alcalinos, ademas de
observarse la misma banda de emision intensa centrada en ~430-460 nm, se observa una banda
de emision adicional, de intensidad débil, centrada en ~360-390 nm, la cual fue asignada a la
emision de la especie neutra de las p-carbolinas (‘[BCN]*).[3] Estos resultados son
consistentes con que, tras la excitacion electronica, aumenta considerablemente la basicidad
del nitrogeno piridinico de las BCs, tal como se sugiridé previamente.[8] Por lo tanto, ain en
agua a pH 10,0, la especie *[BCN]* se protona rapidamente por intercambio de protones con el

solvente. Consecuentemente, la especie protonada ‘[BCH*]* es la especie que predomina en el
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estado S;. Sin embargo, la presencia de la banda de emision a ~360-390 nm muestra que,
aunque en una pequefia proporcion, *[BCN]* también est4 presente en solucion a este pH.

La interaccion con el solvente descripto en el parrafo anterior se pone de manifiesto al
analizar la dependencia de los espectros de emision de BCs con la naturaleza quimica del
solvente. En particular, se registraron los espectros de emision de 9-Me-nHo en H,O y D,O
acidificadas. Los resultados presentados en la Figura. 2.12 (b) muestran un claro efecto
isotépico, en donde la intensidad de emision de [BCN]* (~380 nm), con relacién a la
intensidad de la emisién de *[BCH']* (~450 nm), es mayor en el solvente deuterado.
Consecuentemente, la concentracion en estado estacionario de [BCN]* es mayor en D,O que
en H,O. Cabe destacar que, aunque este fendmeno se observé para los tres 9-metil derivados
estudiados, el efecto es méas notable en los casos de 9-Me-nHo y 9-Me-Ho que para 9-Me-Ha.
Esto podria ser consecuencia del mayor tiempo de vida de fluorescencia de los dos primeros
derivados B-carbolinicos (~23-25 ns)[8] en comparacion con el de la 9-Me-Ha (9,1 ns) (Tablas
2.3a2.5).

También es importante sefialar que la intensidad de fluorescencia observada tras la
excitacion de las BCs neutras en el experimento a pH 10,0 es ligeramente menor que la de las
respectivas especies protonadas en el experimento a pH 4,0. Esto se evidencia en la Figura
2.12 (a) donde, a modo de ejemplo se representan los espectros observados para el 9-Me-nHo.
Este hecho, junto con la pequefa diferencia observada en los respectivos valores de @¢ (Tabla
2.2) representa un indicio claro que, en medio alcalino, sélo una fraccion de '[BCN]* generado
por excitacion electrénica de la especie neutra de las BCs se protona para producir *[PCH*]*.
Esto sera relevante a la hora de interpretar los mecanismos de interaccion que se presentan en

los capitulos siguientes.
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Figura 2.12. (a) Espectros de emision de fluorescencia de 9-Me-nHo protonado (linea continua) y neutro (linea
punteada), (b) espectros de emisidn de fluorescencia normalizado de la forma neutra de 9-Me-nHo registrados en
solucién H,0O (linea continua) y D,O (linea punteada).

(b) Rendimientos cuanticos de emisién fluorescente

A partir de la integracion de los espectros de emision y comparando esta sefial con la
de una referencia adecuada (ver seccion 2.4.4.6) se determinaron los correspondientes
rendimientos cuanticos de fluorescencia (@¢) de todos los compuestos sintetizados (Tabla 2.2).

En términos generales, se observa la siguiente tendencia para los valores de @g: @g>MePCH*

~ P2 IMERC S p PR @2 MeBC 3 partir de la cual se puede realizar una serie de
generalizaciones:

(i) En todo el rango de pH analizado (4 < pH < 9) los 2-metil derivados cationicos (mono- y
di-sustituidos) muestran valores de &g relativamente elevados, similares a los de las
correspondientes formas protonadas de las BCs aromaticas no-sustituidas e independientes del
pH del medio.

(i1) Los derivados 2-Me-BCs y 2,9-diMe-BCs muestran valores de &g similares a los obtenidos
para las especies protonadas de las correspondientes BCs y 9-Me-BCs respectivamente. Por 10
que, la introduccion de un grupo metilo en la posiciébn N-9 del anillo pirido-ind6lico
incrementa (~5-10%) el rendimiento cuantico de fluorescencia, mientras que el efecto de la
metilacion en la posicion N-2 es moderado o nulo, con respecto de la modificacion de la

eficiencia de desactivacion radiativa.
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Tabla 2.2. Resumen de los valores de longitud de onda méaxima de emision fluorescente (Aqy) y de los
correspondientes rendimientos cuanticos de emision (@x) de los compuestos estudiados.

Compuesto pH Afiue / M D2
Ho® 4(C) 448 0,70 + 0,05
nHo
10 (N) ~ 375, 448 0,21 + 0,05
2-Me-nHo 4-9(C) 454 0,67 + 0,02
A 4 (C) 458 0,75 + 0,05
9-Me-nHo
10 (N) ~ 385y 458 0,68 + 0,05
2,9-diMe-nHo (C) 462 0,74 + 0,01
Ho® 4(C) 431 0,85 + 0,05
0
10 (N) ~ 369y 431 0,47 + 0,05
2-Me-Ho 4-9(C) 436 0,95 + 0,02
b 4(C) 444 0,93 + 0,05
9-Me-Ho
10 (N) ~ 374y 444 0,68 + 0,05
2,9-diMe-Ho (C) 451 0,94 + 0,02
Ha® 4(C) 417 0,49 + 0,05
10 (N) ~ 356y 417 0,38 + 0,05
4-9(C) 422 0,47 + 0,02
2-Me-Ha 1(C) 430°¢ 0,45+ 0,03 ¢
4 (C) 430 0,43+ 0,04
9-Me-Ha
10 (N) ~ 365y 430 0,35+ 0,03
2,9-diMe-Ha 4-9(C) 434 0,45 + 0,02

% Rendimientos cuanticos de emision fluorescente determinados en soluciones acuosas
equilibradas con aire. En todos los casos, @ representa el promedio de los valores
obtenidos excitando (fex) a lo largo de la banda de absorcion de menor energfa. ° Ref. [8] ©
Ref. [9]

(c) Espectros de excitacion de fluorescencia

En la Figuras 2.13 a 2.15 se muestran los espectros de excitacion de los tres grupos de
N-Me-BCs investigados, registrados en condiciones de pH comprendidas entre 4 y 9. Con
fines comparativos, se presentan los espectros de excitacion junto con los respectivos
espectros de absorcion UV-visible, ambos normalizados a la longitud de onda del maximo de
absorcion de la banda de menor energia. Se puede observar que para todos los casos, incluidas
las sales cuaternarias de piridonio, ambos espectros coinciden dentro del error experimental.
Asimismo se puede concluir que las I son proporcionales a sus (1), y, consecuentemente, los
@¢ de dichos compuestos son independientes de la Aex.. Por lo tanto, se confirma que las
mismas especies cationicas que absorben la radiacion son las responsables de la emisién. Este
hecho esta en consonancia con lo sugerido en las secciones previas donde se mostro que, en el
rango de pH en estudio, es el cation B-carbolinico quien absorbe y emite radiacion.
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(b)

Absorbancia, intensidad (normalizadas)
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A/l nm
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Absorbancia, intensidad (normalizadas)
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250 300 350 400 450 300 350 400 450

A/nm A/nm
Figura 2.13. Espectros normalizados de absorcion UV-visible (lineas continuas) y de excitacion de fluorescencia

(lineas discontinuas, Aq4: Maximo de emisidn correspondiente, ver Tabla 2.2). Lineas en rojo, solucién acuosa a
pH 4,0 y en azul pH 9,5. (a) nHo, (b) 2-Me-nHo, (c) 9-Me-nHo y (d) 2,9-diMe-nHo.

67



Sintesis y caracterizacion quimica y fotoquimica de N-metil fCs. Estudios en solucién acuosa

(b)
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Figura 2.14. Espectros normalizados de absorcion UV-visible (lineas continuas) y de excitacion de fluorescencia

(lineas discontinuas, Aq4: Maximo de emisidn correspondiente, ver Tabla 2.2). Lineas en rojo, solucién acuosa a
pH 4,0 y en azul pH 9,5. (a) Ho, (b) 2-Me-Ho, (c) 9-Me-Ho y (d) 2,9-diMe-Ho.
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@) (b)

2.0
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Absorbancia, intensidad (normalizadas)
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Figura 2.15. Espectros normalizados de absorcion UV-visible (lineas continuas) y de excitacion de fluorescencia
(lineas discontinuas, Aq4: Maximo de emisidn correspondiente, ver Tabla 2.2). Lineas en rojo, solucién acuosa a
pH 4,0 y en azul pH 9,5. (a) Ha, (b) 2-Me-Ha, (c) 9-Me-Ha y (d) 2,9-diMe-Ha.

Tal como se menciono en las secciones anteriores, los 2-metil derivados presentan un
equilibrio acido-base que se pone de manifiesto cuando se encuentran en soluciones
fuertemente alcalinas (pKa"° ~11, ver seccién 2.2.1.3). Asi, la disociacién del protén unido al
N-9 da lugar a la formacién de la especie &cido-base zwitterionica denominada,
genéricamente, BCZ (Esquema 2.3). Esta especie, debido a su propia distribucion electronica,
presenta propiedades espectroscOpicas caracteristicas que se reflejan, por ejemplo, en su
espectro de absorcion UV-visible (seccién 2.2.1.1). Con el objeto de avanzar en la
caracterizacion espectroscopica de la especie BCZ, se registraron los espectros de excitacion y
emision fluorescente de la especie zwitterionica correspondiente a cada uno de los tres 2-metil
derivados estudiados en esta Tesis. Con fines comparativos, en cada caso se presentan los
correspondientes espectros de absorcion UV-visible (Figura 2.16). Tipicamente, estas especies
zwitteridnicas presentan una Unica banda de emision, que muestra un fuerte desplazamiento

batocrémico en relacion a la emision de las correspondientes especies catidnicas (BC-CH3").
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Cabe aclarar que estas especies, presentes Unicamente en condiciones de alcalinidad
extrema, escapan a los objetivos particulares propuestos en este trabajo, donde se pretende
evaluar el comportamiento fotofisico de un grupo particular de N-Me-BCs y su capacidad de
interaccion e induccion de dafio fotosensibilizado a biomacromoléculas en condiciones de pH
fisiologicas (pH 7,4). Por tal motivo, el estudio y caracterizacion de este tipo de especies serd
abordado de manera parcial presentandose, no obstante, toda la informacién que sea relevante
para comprender aquellos sistemas de mayor complejidad que se describen en los sucesivos

capitulos.
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Figura 2.16. Espectros normalizados de absorcion UV-visible, emisién y excitacion de fluorescencia de
soluciones alcalinas (pH 13) de (a) 2-Me-nHo (Lexe = 430 nm, Aqyo = 550 nm), (b) 2-Me-Ho (Aexc = 407 nm, Aqyo =
497 nm) y () 2-Me-Ha (Lexc = 395 nm, A0 = 490 nm).

71



Sintesis y caracterizacion quimica y fotoquimica de N-metil fCs. Estudios en solucién acuosa

(d) Tiempos de vida de fluorescencia (z¢)

Hasta la fecha, solo existen unos pocos estudios en los que se describen las
propiedades dinamicas de los 2-metil derivados de BCs. En particular, Sakurovs et al.
analizaron los decaimientos de la emision fluorescente de 2-Me-nHo, en solucion acuosa en
funcién del pH. Estos autores informan un valor de z de 22,9 £ 0,2 ns en toda condicion de
pH inferior a 10.[4] Por su parte, Pardo et al.[9] efectuaron un estudio similar a partir de la
base anhidra 6 forma quinonica (BCQ) neutra de la 2-Me-Ha en solucién acuosa. En estas
condiciones de trabajo se observo la presencia de una Unica especie emisora, que fue asignada
a la especie BCZ (ver seccion 2.1 y Esquema 2.3), con un valor de z de 6,5 = 0,2. Sin
embargo, hasta la fecha, no existe informacion relacionada con las demas sales cuaternarias de
interés en esta Tesis (2-Me-Ho, 2,9-diMe-nHo, 2,9-diMe-Ho, y 2,9-diMe-Ha).

En este contexto, se realizaron estudios sistematicos para determinar los tiempos de
vida de fluorescencia de las especies emisoras presentes en nuestras condiciones
experimentales (soluciones acuosas, de pH < 9, equilibradas con aire a temperatura ambiente)
(ver seccion 2.4.4.7).

Se presentan a continuacién los resultados obtenidos para todos los compuestos en las
diferentes condiciones de ensayo. En las Figuras 2.17 a 2.19 se muestran los decaimientos de
fluorescencia obtenidos en las condiciones indicadas. Se incluye, con fines comparativos, los
decaimientos observados para los derivados no-sustituidos como asi también para los 9-metil
derivados. En las Tablas 2.3 a 2.5 se listan los valores de zr obtenidos para cada compuesto y
la condicion ensayada (pH, Aexc Y Afiwo) €n cada caso particular. Los resultados obtenidos
indican que:

(i) Los decaimientos observados para los derivados catidnicos cuaternarios son de primer
orden, con ajustes mono-exponenciales que arrojan valores de z relativamente elevados (> 20
ns). Estas observaciones son consistentes con lo mencionado en las secciones anteriores,
donde la especie cationica BC-CH3" en solucion, es quien absorbe la radiacion incidente v,
desde su estado excitado S;, emite fluorescencia.

(if) En los casos en que el N-inddlico (N-9) estd unido a un grupo metilo (grupo donor de
electrones por hiperconjugacion) se produce un aumento en el tiempo de vida de
fluorescencia, mientras que la metilacion en la posicion N-2 no modifica sustancialmente el

valor de 7= comparandolo con el valor de zdel correspondiente alcaloide sin metilar. A su vez
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la di-metilacion provoca un aumento de ~10% en el z, lo cual va acompafiado del ya
mencionado aumento de su @.

(iii) En aquellos casos donde se cuenta con informacion de literatura (2-Me-nHo y 2-Me-Ha),
es importante destacar que los valores obtenidos en este trabajo de tesis para las
correspondientes sales cuaternarias (ioduros) de piridonio del tipo 2-Me-BCs, son iguales,
dentro del error experimental a los valores de literatura registrados a partir de las bases
anhidras neutras y/o de sales cuaternarias, en ausencia de ioduro como contraion.
Consecuentemente, el ion ioduro presente en la solucion que analizamos no jugaria un rol
relevante en la desactivacion del estado S; de las sales estudiadas en esta Tesis.
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Figura 2.17. Variacion de la intensidad de fluorescencia en funcién del tiempo en solucién acuosa. (a) nHo (pH
4,0, Ao = 450 nm), (b) 2-Me-nHo (pH 7,6, Aqy = 454 nm), (¢) 9-Me-nHo (pH 4,0, Agy = 458 nm) y (d) 2,9-
diMe-nHo (pH 3,2, Any = 462 nm). Decaimientos en escala logaritmica (en rojo) obtenidas excitando con Aey =
341 nm. Linea en verde representa el ajuste mono-exponencial. En el panel inferior de cada decaimiento se

presenta la autocorrealcion del ajuste correspondiente. Experimentos realizados utilizando el espectrofluorémetro
Il (seccion 2.4.4.7).
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18. Variacién de la intensidad de fluorescencia en funcion del tiempo en solucién acuosa. (a) Ho (pH

4,0, Aexe = 341 nm, Ay = 431 nm), (b) 2-Me-Ho (pH 4,0, Aexc = 388 nm, Aqyo = 436 nm), (c) 9-Me-Ho (pH 4,8,

Jexc = 341

nm, Ay = 444 nm) y (d) 2,9-diMe-Ho (pH 4,3, Jexec = 388 nm, A5y = 451 nm). Decaimientos en escala

logaritmica (en rojo) obtenidas excitando a Ae = 341 0 388 nm. Linea en verde representa el ajuste mono-
exponencial. En el panel inferior de cada decaimiento se presenta la autocorrealcion del ajuste correspondiente.
Experimentos realizados utilizando el espectrofluorémetro Il (seccion 2.4.4.7).
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Figura 2.19. Variacion de la intensidad de fluorescencia en funcién del tiempo en solucion acuosa. (a) Ha (pH
4,0, Ao = 415 nm), (b) 2-Me-Ha (pH 4,1, Aqy0 = 422 nm), (c) 9-Me-Ha (a pH 4,0, Aqyo = 430 nm) y (d) 2,9-diMe-
Ha (pH 4,0, Jq4 = 430 nm). Decaimientos en escala logaritmica (en rojo) obtenidas excitando a Ae 341 nm.
Linea en verde representa el ajuste mono-exponencial. En el panel inferior de cada decaimiento se presenta la
autocorrealcion del ajuste correspondiente. Experimentos realizados utilizando el espectrofluorémetro 1l (seccién
2.4.4.7).

Tabla 2.3. Valores promedio de tiempos de vida de fluorescencia (zz) de N-Me-nHo en solucion acuosa
(equilibradas en aire) obtenidos por ajuste no-lineal de medidas independientes. Con fines comparativos se
incluyen los datos obtenidos de literatura para nHo y 9-Me-nHo.

Compuesto pH Afiwo / NM Aexc/ M <>/ ns
4.8 450 341 21,8
Ho ® 1,0 460 355 21,2°
3,6 450 220+01°¢
10,0 450 341 20,9
4,0 454 341 22,0+0,1
2,0 455 229+02°
2-Me-nHo 4,0 454 388 223+0,1
7,6 454 341 22,2+0,1
4,0 458 341 23,1+0,3
9-Me-nHo ? 10,0 458 341 22,9+0,3
10,0 385 341 2,1+0.2
4,0 462 341 25,65 + 0,05
4,0 462 388 26,3+0,1
2,9-diMe-nHo 7,6 462 341 25,75 + 0,05
9,5 462 341 25,75 + 0,05
9,5 462 388 26,0 +0.2

aRef. [6]. ° Ref. [9]. ¢ Ref. [4].
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Tabla 2.4. Valores promedios de tiempos de vida de fluorescencia (zz) de N-Me-Ho en solucién acuosa
(equilibradas en aire) obtenidos por ajuste no-lineal de medidas independientes. Con fines comparativos se
incluyen los datos obtenidos de literatura para Ho y 9-Me-Ho.

Compuesto pH Afiwe / NM Aexc/ NM <rz>/ns

4,0 431 341 20,5+0,5°2
1,0 430, 460 y 490 337y 355 21,2°
Ho 100 431 341 2017
10,0 369 341 06°

2-Me-Ho 4,0 440 388 20,95 + 0,05
4.8 444 341 245°
9-Me-Ho 10,0 444 341 23,8°
10,0 374 341 2,5°¢

2,9-diMe-Ho 43 450 388 25,15 + 0,05

aRef. [9]. ? Ref. [10]. ¢ Ref. [8].

Tabla 2.5. Valores promedio de tiempos de vida de fluorescencia (zz) de N-Me-Ha en solucidn acuosa
(equilibradas en aire) obtenidos por ajuste no-lineal de medidas independientes. Con fines comparativos se
incluyen los datos obtenidos de literatura para Ha.

Compuesto pH Afiwe / NM Jexe I NM <te>/ns
4,0 416 341 7,05+ 0,05
370, 400 y 450 337 7,1°%
Ha 1,0 410, 430y 450 337y 355 6,6+0,.2°
10,0 415 341 6,95 + 0,05
10,0 358 341 0,44 + 0,02
2-Me-Ha 4,1 422 341 7,0+ 0,1b
1,0 410,430y 450 337y 355 6,5+0,2
4,0 430 341 9,1+0,2
9-Me-Ha 10,0 430 341 9,1+0,1
10,0 365 341 0,4+0,2
2,9-diMe-Ha 4,0 430 341 8,75+ 0,05

aRef. [11]. ° Ref. [9].
2.2.2.4. Produccién de 'O,

Las especies reactivas de oxigeno (EROs) son un grupo de especies quimicas altamente
reactivas frente a compuestos organicos dentro del cual se encuentran, entre otras, el oxigeno
singlete (*O,), el radical anién superéxido (O,"), el radical hidroxilo (HO") y el peréxido de
hidrogeno (H,O;). Estas especies pueden generarse en procesos térmicos, fotoquimicos y/o
enzimaticos[12,13] tal como se observa en diversos sistemas biologicos. Su rol biolégico més
difundido y ampliamente aceptado, es el de ser parte activa en el sistema inmunolégico de
respuesta celular contra la invasidn microbiana del hospedador. Sin embargo, evidencia
reciente indica que ciertas EROs juegan un papel clave como mensajeros en la transduccion de

sefiales celulares y en el ciclo celular.[13,14] Consecuentemente, investigar y cuantificar la
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produccion de EROs por biocompuestos como por ejemplo alcaloides naturales como las fCs,
es de gran relevancia.

Se determinaron, mediante técnicas resueltas en el tiempo (seccién 2.4.4.9), los
rendimientos cuanticos de produccion de oxigeno singlete (@,) de los 2-metil y 2,9-dimetil
derivados de nHo, Ho y Ha. Las determinaciones se realizaron en soluciones de D,0O
equilibradas en aire y en condiciones de pD 7,7. Se defini¢ esta condicion de trabajo ya que,
en el rango de pH de interés (4 < pH < 9), las BCs sustituidas en la posicion N-2 no presentan
equilibrios &cido-base. Como sensibilizador de referencia se utilizo el acido perinaftenona-2-
sulfonico (PNS) (@, = 0,97 £ 0,06 en D,0 [15]).

En la Figura 2.21 se muestran, a modo de ejemplo, los decaimientos obtenidos para 2-
Me-nHo y 2,9-diMe-nHo, junto con las determinaciones cuantitativas obtenidas para cada
derivado estudiado. Los valores de &, obtenidos para cada compuesto se listan en la Tabla 2.6
y los mismos se comparan con los valores descriptos en la literatura para los 9-metil derivados
y las correspondientes BCs no sustituidas. Ciertamente, todos los derivados catidonicos de BCs
investigados muestran una eficiencia de produccion de oxigeno singlete relativamente baja
(0,08 < @, < 0,16). Ademas, dentro del error experimental, los valores detectados para estos
derivados son iguales a los descriptos en la literatura para otros compuestos pertenecientes a
esta familia de alcaloides (Tabla 2.6).[6,8] Este fenémeno podria sugerir que la funcion
bioldgica de estos alcaloides podria estar asociada no a mecanismos de defensa fotoinducidos
(via EROs) como ha sido sugerido, sino quizas a mecanismos de sefializacion intracelular.

Ciertamente, estos aspectos merecen ser explorados con mayor profundidad.
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Figura 2.21. (a) Ejemplo representativo de los decaimientos de fosforescencia del 'O, (a 1270 nm) generado por
excitacion de soluciones en D,O de BC (2-Me-nHo (magenta) y 2,9-diMe-nHo (gris)) y la referencia PNS
(negro). (b) Intensidad de la sefial de emision de ‘O,, corregida por la absorcion, extrapolada a cero en funcién de

la energia del laser (Aexe = 355 nm).

Tabla 2.6. Resumen de los valores de rendimientos cuanticos de produccion de oxigeno singlete determinados
para los N-metil derivados de nHo, Ho y Ha. Con fines comparativos, se incluyen en la tabla los valores

obtenidos para los derivados no sustituidos.

Compuesto pD D,
Ho® 4 (BCH") 0,10 + 0,01
10 (BCN) 0,08 +0,01
2-metil-nHo 7,7 (BC-CH3") 0,11 +0,03
. a 4 (BCH") 0,10 + 0,01
9-metil-nHo 10 (BCN) 0,08+ 0,01
2,9-dimetil-nHo 7,7 (BC-CH3") 0,16 + 0,03
Ho? 4 (BCH") 0,09 +0,01
10 (BCN) 0,10 +0,01
2-metil-Ho 7,7 (BC-CH3") 0,10 + 0,03
a 4 (BCH") 0,09 +0,01
9-metil-Ho 10 (BCN) 0,10+ 0,01
2,9-dimetil-Ho 7,7 (BC-CH3") 0,15 + 0,03
Ha? 4 (BCH") 0,22 +0,01
10 (BCN) 0,13 +0,01
2-metil-Ha 7,7 (BC-CH3") 0,08 + 0,03
. 4 (BCH") 0,16 + 0,02
9-metil-Ha 10 (BCN) 0.15% 0,03
2,9-dimetil-Ha 7,7 (BC-CH3") 0,16 + 0,03

#Valores obtenidos de la referencia.[6,8]
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2.3. RESUMEN Y CONCLUSIONES

Los valores obtenidos para los principales pardmetros fisicoquimicos y fotofisicos de
los N-metil derivados de nHo, Ho y Ha se listan en la Tabla 2.7. En términos generales, los
resultados obtenidos en este capitulo ponen en evidencia, una vez mas, que las propiedades
fisicoquimicas del anillo pirido-indélico dependen del tipo y la posicion de los sustituyentes.
Brevemente, todos los derivados cationicos (es decir, aquellas BCs sustituidas en N-2)
muestran un comportamiento similar al de la forma protonada de su analogo no sustituido
correspondiente. Ciertamente, la presencia de los grupos metilos induce variaciones en alguna
o0 todas su propiedades (pK,, desplazamientos en los espectros de absorcion y emisién, entre
otras). Sin embargo, la fuerza con que se manifiestan estas variaciones depende fuertemente
de la posicion en la cual se encuentra localizado el sustituyente (N-2 o N-9). En particular, los

efectos mas relevantes se observan cuando la sustitucion es en posicion N-9.
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Tabla 2.7. Recopilacion de valores de distintas propiedades fotoquimicas y fotofisicas de nHo, Ho, Ha y sus respectivos N-metil-derivados obtenidos en este trabajo

de Tesis. Entre paréntesis se indica la especie acido-base predominante en cada pH de trabajo.

Compuesto PKa (So) pH Aabs /M gD/ 10°Mem™?® Ageo/nm ® @:° z/ns® @,°
Ho® W27 27 4 (BCH") 371 4,30 + 0,01 448 0,70 + 0,05 21,8 0,10 + 0,01
N-914 59 10 (BCN) 337y348 401y3,89+001  ~375448  0,21+0,05 20,9 0,08 + 0,01
- N9 1 o 4 (BC-CH3) 374 4,18 + 0,59 454 0,67 + 0,02 22,2
2-metil-nHo 10.9 5 (BC-CH3" 374 4,18+ 0,59 454 0.67% 0,02 555 011+002
o-metil-nHo® (N2 g 5t 4 (BCHY) 384 4,84 +0,01 458 0,75 + 0,05 23,1 0,10 + 0,01
: 10 (BCN) 349y362 506y525+001 ~385y458 068+005 21y229 0,08+0,01
- 4 (BC-CH3") 388 38+0,1 462 0,74 + 0,01 25,9
2,9-dimetil-nHo 5 (BC-CH3Y 388 38201 462 0,74+ 0,01 55,9 0,16£0,02
Ho® N2747 4 (BCHY) 365 4,45 + 0,01 431 0,85 + 0,05 21,2" 0,09 + 0,01
N-91469 10 (BCN) 335y348 480y450+001  ~369,431  047+005 06y201" 0,10+0,01
. ] 4 (BC-CH3") 368 40+05 436 0,95 + 0,02 21,0
_ _ (N-9) g
2-metil-Ho 11,20 5 (BC-CH3Y 368 40%05 436 0.05% 0,02 510 0,10+0,02
9-metil-Ho® N2 g gt 4 (BCHY) 377 5,03+ 0,01 444 0,93 + 0,05 24,5 0,09+ 0,01
: 10 (BCN) 346y360 4,36y425+001  ~374,444 068005 25y238 0,10+0,01
. 4 (BC-CH3") 380 41+05 451 0,94 + 0,02 25,2
2,9-dimetil-Ho 9 (BC-CH3") 380 41+05 451 0,94 + 0,02 252 0,15£0,02
Hae N280T 4 (BCH") 350 7,86 + 0,01 417 0,49 + 0,05 7,0 0,22 + 0,01
N9 14,59 10 (BCN) 325y336 535y4,68+001  ~356,417 038+005 04y70  013+0,01
. ] 4 (BC-CH3") 360 6,3+05 422 0,47 +0,02 70°
_ _ (N-9) g
2-metil-Ha S Y ([ ED) 360 63205 122 047+000 70 0082007
o-metil-Ha (N7 {1 4 (BCH) 363 6,83 + 0,01 430 0,43+0,04 9,1 0,16 + 0,02
' 10 (BCN) 336y347 524y492+001  ~365430 035+003 04y91  0115+0,03
I 4 (BC-CH3") 368 6,8+0,3 434 0,45 + 0,02 8,7
2.9-dimetil-Ha 9 (BC-CH3") 368 68203 134 0453000 g7 0102002

2 Méximos banda de menor energia. ® Méaximos de emisién. © Solucion acuosa equilibrada en aire. ¢ Solucion de D,O equilibrada en aire. © Ref. [6]. F pK,"? del nitrégeno
piridinico (N-2). ¢ pK,""° del nitrégeno indélico (N-9). " Ref. [10]. ' Los valores obtenidos en este trabajo de tesis coinciden, dentro del error experimental con los valores
previamente publicados en la literatura por Pardo et al. Ref. [9]
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2.4. MATERIALES, METODOS EXPERIMENTALES Y ANALISIS DE DATOS
2.4.1. Reactivos generales

(a) f-Carbolinas

norHarmano, harmano y harmina fueron provistas por Sigma-Aldrich, con una
pureza superior al 98 %, por lo cual se utilizaron sin posterior purificacion.
(b) Reactivos generales empleados en las reacciones de sintesis y caracterizacion de metil
derivados

Metanol, acetato de etilo y hexano (grado HPLC). Di-metil sulfoxido (DMSO)
grado p.a. (PM 78,13 - Densidad 1,098 g/l) (Anedra Research AG S.A.), loduro de metilo
(ICH3, PM 141,94 - Densidad 2,26 kg/l) (Sigma-Aldrich), e hidréxido de sodio (granallas,
Merck).

La preparacion de las soluciones para resonancia magnética nuclear (RNM-'H) se
realiz6 con di-metil sulfoxido hexadeuterado (DMSO-d6) (Sigma-Aldrich).
(c) Otros reactivos y solventes utilizados
HCI, H,SO,4, e NaOH, (Merck), isopropanol y éter etilico (grado HPLC), D,O (> 99,9 %)
(Euriso-top o Aldrich), NaOD (> 99 %) (CEA o Aldrich), y DCI (99,5 %) (Aldrich). Placas
de cromatografia analitica de capa delgada (CCD) Silica gel 60 Fus, Merck. 9,10-
difenilantraceno (9,10-DFA) (Sigma-Aldrich). Quinina bisulfato (Sigma). Acido
perinaftenona-2-sulfonico (PNS).[15]

Se utiliz6 agua calidad milliQ para la preparacion de todas las soluciones acuosas
(resistividad ~10 MQ cm™) (Milli Q Reagent Water System).

2.4.2. Sintesis de N-metil derivados de f-carbolinas

La puesta a punto de los protocolos de sintesis se llevd a cabo en el laboratorio de
la Dra. Erra-Balsells (Departamento de Quimica Organica, FCEN, UBA). Se desarrollaron
y emplearon diferentes metodologias de sintesis para obtener selectivamente los 2, 9, y 2,9
N-metil derivados de PBCs (Esquema 2.1), los cuales se aislaron, purificaron y
caracterizaron mediante RMN-'H y cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC).

En general, para la sintesis de los N-metil derivados de BCs, se valid de la
capacidad que posee el par de electrones n libres del nitrégeno piridinico, o del par de

electrones del nitrogeno inddlico que dispone el heterociclo al desprotonarse (cuando el pH
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> pK,"), para reaccionar con un buen electréfilo como lo es el grupo metilo del ICH3, y

producir mediante un mecanismo tipo sustitucion nucleofilica, la unién N-CHj.
2.4.2.1. Sintesis de 2-metil-SCs (2-Me- SCs)

Para la sintesis de los derivados metilados en posicién N-2 de las BCs, se aprovechd
el caracter nucleofilico del par de electrones n libres del N-piridinico para reaccionar con el
grupo metilo del ICH3, y mediante un mecanismo de tipo sustitucion nucleofilica, producir
el cation tipo amonio (B-carbolinio) cuaternario (BC-CHs"), que posteriormente precipita
como compuesto salino (ioduro) por baja solubilidad en el medio de reaccion no acuoso,
permitiendo asi su separacion y purificacion por filtracion, lavados y recristalizacion.

Brevemente el procedimiento consiste en agregar en un balén de reaccion el
compuesto de partida (nHo, Ho o Ha) y solubilizarlo por agitacion a temperatura ambiente
en metanol anhidro. A continuacion, se afiade un exceso de ICH3 (relacion molar 50:1,
ICH3:BC) y se mantiene el balon en la oscuridad durante 24 horas, a la espera de la
precipitacion de los cristales producto de la reaccion.

La reaccidén se monitorea por cromatografia de capa delgada (CCD, Silica gel 60
F2s4), empleandose patrones para el monitoreo y evaluacion del progreso de la reaccion. Se
emplea como fase movil mezclas variables de solventes de diferentes polaridades (acetato
de etilo y metanol). Una vez completada la reaccidn se observa en el balén la presencia de
cristales tipicos del producto de reaccion (2-Me-BCs). Este compuesto analizado por CCD
no presenta ni el Rf (relacion frontal) ni la emision fluorescente caracteristica de la BC de
partida, y si muestra en todos los casos un producto fluorescente que se mantiene retenido
en el punto de siembra de la placa de CCD (Rf = 0). Este compuesto fluorescente
permanece retenido en la fase estacionaria debido a que se trata de un compuesto salino no
soluble en los solventes usados para el desarrollo del cromatograma CCD. Posteriormente,
los cristales se filtran y se lavan 5 veces con metanol frio. Se recristalizan en metanol,
obteniéndose cristales amarillos claros en forma de agujas de las sales (ioduros) de

piridonio cuaternarias B-carbolinicas. Rendimiento general aproximado del 75-80%.
2.4.2.2. Sintesis de 9-metil-BCs (9-Me-fCs)

Para la sintesis de los derivados metilados en el nitrogeno indélico de f-carbolinas,
se recurrié a un medio de reaccién polar aprético y fuertemente alcalino (pH mayor al

pK."® de cada compuesto de partida), para asi lograr tener desprotonado al nitrégeno
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indodlico de la BC de partida. La forma anidnica de la BC es capaz de reaccionar mediante
una sustitucion nucleofilica con el ICHs.

Se disuelve NaOH en DMSO anhidro y se agrega el compuesto de partida (nHo, Ho
0 Ha). Se agita hasta observar aclaramiento de la mezcla a temperatura ambiente. Luego se
afiade ICHj3 (relacion molar 1:1, ICH3:BC) y se agita mientras se calienta a reflujo (~90°C)
durante aproximadamente 2 hs, manteniendo el reactor en la oscuridad. El progreso de la
reaccion se controla mediante CCD. Una vez completada la reaccion se deja enfriar y se
afiade H,O (relacion v/v 1:1, DMSO:H,0). Posteriormente la mezcla acuosa se extrae con
hexano en ampolla de decantacién (x3); las fases orgéanicas se recogen, se secan y filtran, y
luego se evapora el solvente a presion reducida. Finalmente se obtienen cristales blancos
en forma de pequefias agujas productos de la sintesis de 9-Me-BCs. Rendimiento general

aproximado del 80%.
2.4.2.3. Sintesis de 2,9-dimetil-Cs (2,9-diMe-ACs)

Para la obtencidon de los derivados 2,9-diMe-BCs el método de sintesis utilizado es
el mismo al empleado para las 2-Me-BCs, pero empleando como material de partida los
correspondientes 9-metil derivados de BCs previamente sintetizados. Rendimiento general

aproximado del 60 %.
2.4.3. Caracterizacion de metil derivados fCs
2.4.3.1. Resonancia magnética nuclear de protén (RMN-'H)

Los datos obtenidos de los espectros de RMN proveen valiosisima informacion
sobre la estructura de la molécula estudiada. Los espectros RMN fueron registrados a 298
K con un espectrometro Bruker AM-500 MHz. Como solvente se utilizé di-metil sulfoxido
hexadeuterado (DMSO-d6) y soluciones de concentracion aprox. de 20 mg/ml. Los
corrimientos quimicos fueron referidos al (CH3),SO en DMSO-d6 (o = 2,50 ppm).

Los corrimientos quimicos (6 / ppm) correspondientes a cada derivado de sintesis
(Esquema 2.1) se listan a continuacion:
2-Me-nHo: dy RMN-'H (200 MHz, DMSO-de): 11, 62 (1H, s, H-N9), 9,36 (1H, s, H-1),
8,82 (1H, d, H-3), 8,65 (1H, d, H-4), 8,52 (1H, d, H-8), 7,84- 7,82 (2H, m, H-7 y H-5),
7,48 (1H, m, H-6), 4,50 (3H, 5, CH3).
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9-Me-nHo: dy (500 MHz, DMSO-de): 9,85 (1H, s, H-1), 9,20 (1H, d, H-3), 9,09 (1H, dd,
H-5), 8,95 (1H, dd, H-4), 8,52 (1H, d, H-7), 8,45 (1H, m, H-8), 8,11 (1H, t, H-6), 3,98 (3H,
d, CHs).

2,9-diMe-nHo: 644 (200 MHz, DMSO-dg): 9,66 (1H, s, H-1), 8,85 (1H, d, H-3), 8,69 (1H,
dd, H-4), 8,55 (1H, dd, H-8), 7,95 (1H, d, H-7), 7,55 (1H, dd, H-6), 6,80 (1H, t, H-5), 4,51
(3H, s, CHa), 4,11 (3H, s, CHy).

2-Me-Ho: dy (200 MHz, DMSO-ds): 12,81 (1H, s, H-N9), 8,64 (2H, dd, H-3 y H-8), 8,47
(1H, d, H-4), 7,80 (2H, dd, H-5y H-7), 7,46 (1H, m, H-6), 4,37 (3H, s, CH3-N2), 3,08 (3H,
S, CHg)

9-Me-Ho: 6y (200 MHz, DMSO-de): 8,24 (2H, dd, H-3 y H-8), 8,04 (1H, d, H-4), 7,60
(2H, dd, H-5 y H-7), 7,28 (1H, m, H-6), 4,21 (3H, s, CH3-N9), 3,10 (3H, s, CH3).

2,9-diMe-Ho: 64 (200 MHz, DMSO-ds). 8,69 (2H, d, H-3 y H-8), 8,49 (1H, m, H-4), 7,89
(2H, m, H-5 y H-7), 7,49 (1H, m, H-6), 4,40 (3H, s, CH3-N2), 4,30 (3H, s, CH3-N9), 3,25
(3H, S, CH3)

2-Me-Ha: Jy (200 MHz, DMSO-dg): 12, 65 (1H, s, H-N9), 8,52 (2H, dd, H-3 y H-4), 8,33
(1H, d, H-5), 7,11 (1H, dd, H-8), 7,05 (1H, dd, H-6), 4,32 (3H, s, CH3-N2), 3,96 (3H, s,
OCHs), 3,03 (3H, s, CHa).

9-Me-Ha: 6y RMN-1H (200 MHz, DMSO-de): 8,11 (2H, dd, H-3 y H-4), 7,86 (1H, dd, H-
5), 7,20 (1H, d, H-8), 6,86 (1H, dd, H-6), 4,13 (3H, s, CH3-N9), 3,92 (3H, s, OCH3), 3,01
(3H, S, CH3)

2, 9-diMe-Ha: 6,4 (200 MHz, DMSO-de): 8,62 (1H, d, H-3), 8,50 (1H, d, H-4), 8,35 (1H, d,

H-5), 7,42 (1H, d, H-8), 7,09 (1H, dd, H-6), 4,34 (3H, s, CH3-N2), 4,27 (3H, s, CH3-N9),
3,99 (3H, s, OCHs), 3,22 (3H, s, CHy).
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2.4.3.2. Cromatografia Liquida de Alto Rendimiento (HPLC)

Se emple6 un equipo Waters 1525 provisto de dos bombas y un detector de
fluorescencia Waters 2475 (multi-1). Como fase estacionaria se utilizé una columna de fase
reversa (C-18), Grace Smart ™ RP 18 (250 x 4,6 mm, 5 pm), y como fase mévil, una
mezcla 50/50 (v/v) de solucion acuosa de acido formico (0,08% (v/v), pH 3,2) y MeOH, a

un flujo isocrético de 1 ml min™.
2.4.4. Fotoquimica y fotofisica de metil derivados -carbolinicos
2.4.4.1. Preparacion de soluciones

Las soluciones de PCs se prepararon equilibradas en aire disolviendo el so6lido
correspondiente en agua libre de iones metalicos (agua milliQ). Cuando fue necesario
aumentar la solubilidad se valié del agregado de pequefios volimenes de HCI diluido.
Como se menciond anteriormente, en medio acido, estos alcaloides presentan el N
piridinico (N-2) protonado, lo que hace que su disolucién este méas favorecida que en
medio neutro o alcalino. Posteriormente, se llevaron a volumen final mediante el uso de
matraces y se almacenaron en frascos color caramelo para evitar la exposicion a la luz.

Ciertas condiciones experimentales tales como pH y concentracion inicial de las
soluciones, fueron dependientes del experimento en el cual serian empleadas. Todas las
concentraciones de PCs en solucion fueron determinadas por espectrofotometria de
absorcién UV-visible, excepto las utilizadas en la determinacién de los coeficientes de
absortividad molar donde se empled gravimetria. Las concentraciones de acido y alcali
utilizadas para llevar a valores seleccionados de pH variaron entre 0,05 y 2,0 M. Las
medidas de pH se realizaron en un pH-metro ALTRONIX® TPX-III, el cual se calibré
utilizando soluciones amortiguadoras (buffers) comerciales de pH 4,00, 7,00 y 10,00.

2.4.4.2. Espectroscopia de absorcion UV-visible

Se registraron en un espectrofotometro Perkin-Elmer 125, de doble haz, el cual
permite obtener espectros en el intervalo de A comprendido entre 200 y 900 nm y esta
provisto de un programa adecuado para registrar, almacenar y analizar espectros. Se
utilizaron celdas de cuarzo, Quartz suprasil, (Hellma), de diferentes caminos pticos segun

la absorbancia de la muestra a analizar.
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2.4.4.3. Determinacion del coeficiente de absorcién molar

Para determinar cuantitativamente la concentracion de una solucion midiendo la
cantidad de luz que ésta transmite, se necesita una relacion matematica entre la
concentracion de la solucion y su transmision de luz. Dicha relacion esta dada por la ley de
Lambert-Beer (ecuacion 2.4.1).[16]

Esta ley es una modificacion de la deducida por Lambert que se aplica a la
transmision de luz monocromatica por sélidos homogéneos, y que, adaptada a soluciones,

puede expresarse con la siguiente ecuacion:
A =e(R)IC (2.4.2)

donde A(4) es la absorbancia de la solucién a una longitud de onda dada, | el camino
atravesado por la radiacion, C la concentracion de la sustancia estudiada y e(1) el
coeficiente de absorcion molar a la misma longitud de onda, el cual es una constante
caracteristica de la sustancia absorbente a la longitud de onda utilizada. (1) se expresa
preferentemente en M cm™, sin embargo, alternativamente se puede utilizar con unidades
de cm?mol® indicando que este coeficiente es una seccién transversal molar para
absorcion.[17] Cuanto mayor es el mismo, mayor es la atenuacion de la intensidad del haz
transmitida por la solucion.

Para determinar los valores de los coeficientes de absorcion molar (¢(4)) de los
compuestos estudiados se procedié de la siguiente manera:
(i) Se pes6 una cierta cantidad de solido en una balanza analitica electronica. La masa
pesada fue mayor a 1 mg para minimizar el error en la pesada.
(i1) Se disolvio la solucion en agua y se llevo a volumen en un matraz.
(i) Utilizando HCI y/o NaOH se fijo el pH. El volumen agregado de alcali o &cido se
consider6 para calcular la nueva concentracion de la solucién.
(iv) Se tomo6 un espectro de absorcién de la sustancia en una celda de camino dptico
conocido. En todos los casos se eligieron condiciones tales que la absorbancia medida
estuviera comprendida entre 0,1 y 1, intervalo de valores para el cual los errores en la
determinacion de la absorbancia son menores.
(v) Con el valor de la absorbancia a la longitud de onda de interés, el camin6 6ptico () y la
concentracion (C calculada por pesada), se calculdé el ¢(1) de cada compuesto a un

determinado pH y longitud de onda empleando la ecuacion 2.4.1 (ley de Lambert-Beer).
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2.4.4.4. Determinacion espectrofotométrica de pK,

Entre los numerosos métodos analiticos disefiados para el estudio de los equilibrios
acido-base y la determinacion de sus respectivas constantes de disociacion acida (K,), se
destaca la titulacion espectrofotométrica. Esta técnica se basa, en el andlisis de la variacion
del espectro de absorcion de una solucion de la sustancia en estudio cuando se modifica el
pH de la misma, sin cambiar su concentracion.[18,19] A continuacién se describen las
consideraciones generales, junto a la deduccion de la ecuacion empleada en la titulacion
espectrofotométrica llevada a cabo.

Un equilibrio acido-base puede representarse mediante la siguiente reaccion:

Ka

HA A +H* (2.4.2)

donde HA representa a la forma acida y A" a la forma alcalina; y K, es la constante de
equilibrio de esta reaccion o constante de disociacion cida.

Sobre consideraciones sencillas basadas en el equilibrio entre dos formas acido-
base de una sustancia, puede deducirse una ecuacién que vincula la absorbancia de la

solucion, a determinada longitud de onda, con el pH:
At = Ciotar X (107 e(D)pa + Ka e(D)a-) / (107 + Ky) (2.4.3)

donde Ar es la absorbancia de la solucién a una longitud de onda determinada; &(A)pa Y
e(A)a- son los coeficientes de absorcion molar, a dicha longitud de onda, de las formas
acida y alcalina respectivamente; y K, es la constante de disociacion &cida del compuesto
(HA).

La ecuacion 2.4.3 permite plantear la absorbancia total de la solucion (At), a una
determinada longitud de onda, como una funcion del pH. Se llega a dicha ecuacion
considerando que las Unicas especies que absorben luz en la region del espectro analizada
son las formas acida y alcalina de la molécula cuya K, se quiere averiguar. Por lo que

pueden plantearse las siguientes ecuaciones:
AH/_\ = 8(/1)H/_\ . [HA] (244)
An =e()a . [AT] (2.4.5)

Ar=Ana+ Ax =e(A)na . [HA] +e(D)a . [AT] (2.4.6)
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donde Ana Y Aa” son las absorbancias de las formas &cida y alcalina respectivamente,
e(na Yy e(A)a son, como ya se menciono, los coeficientes de absorcion molar de las
formas &cida y alcalina a una longitud de onda determinada, respectivamente y, por ultimo,
[HA] y [A'] son las correspondientes concentraciones molares.

La constante de disociacion &cida de equilibrio representado en la ecuacion (2.4.2)

viene dada por la siguiente expresion:
Ka=[H.[A]/[HA] (2.4.7)

Ademas se define la concentracion total o analitica (Cita) cOmo la sumatoria de las

concentraciones de las dos formas acido-base:
Cootal = [HA] + [AT] (2.4.8)
despejando [HA] de (2.4.8) y reemplazandolo en (2.4.6) se obtiene:
At =e(Dna . (Cotar - [A]) +e(D)a . [A] (2.4.9)

despejando [HA] de (2.4.8), reemplazandolo en (2.4.7) y luego despejando [A’] se obtiene
una expresion que relaciona [A] y Ciotal-

[AT = Cooar - Ka/ (Ko + [H']) (2.4.10)
reemplazando esta expresion (2.4.10) en (2.4.9) se obtiene:
At = e(WHa - (Crotal - Crotal - Ka/ (Ka + [H])) + (M)A . Crotar - Ko/ (Ka + [H']) (2.4.11)

reordenando los términos y reemplazando [H*] por 10™" se obtiene finalmente la ecuacion
(2.4.3).

En el presente trabajo de tesis, los valores de pK, de los derivados metilados BCs
estudiados fueron determinados mediante la técnica de titulacion espectrofotométrica, por
lo que a continuacion se describen los detalles experimentales empleados. Asimismo dicho
procedimiento se modificé para el estudio de la variacion del pK,"® del 2-Me-nHo en
funcién de la fuerza idnica de la solucion, empleando diferentes concentraciones de NaCl
para tal fin.

Se prepararon soluciones de concentracién conocida (solucion madre), pesando

cantidades adecuadas de la BC en estudio y luego disolviéndola en soluciones acuosas de
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HCI diluido (pH ~5 - 6). Esto se realiza para favorecer la disolucion, debido a que en
medio acido, todas las BCs en estudio se encuentran en su forma catidnica, y por ende su
solubilidad es mayor que en soluciones neutras y alcalinas. La concentracién de la solucion
madre se ajustd de manera tal que las absorbancias de las soluciones finales fueran
adecuadas para realizar las medidas en el espectrofotdémetro empleado. Tipicamente, se
prepararon soluciones de concentracion final entre 35 - 100 uM, las cuales presentan
valores de absorbancia comprendidos en el intervalo deseado (0,2 - 0,5), dependiendo de la
naturaleza del compuesto estudiado. Para el estudio del pK,"® del 2-Me-nHo en funcién de
la concentracion de NaCl, a la solucién madre previamente se le disolvio la cantidad
necesaria de NaCl para obtener al final la concentracion deseada del mismo.

La solucion madre (con o sin NaCl dependiendo del ensayo) se dividié en alicuotas.
Una de las alicuotas se la dejo a pH ~5 y a la otra se la llevd a pH ~14 mediante el
agregado de pequefios volumenes de solucidn acuosa concentrada de NaOH. En todos los
casos este agregado se realizé empleando micropipetas, siendo los volimenes adicionados
menores al 0,5 % del volumen total del sistema. Teniendo en cuenta esta condicion, puede
considerarse que el aumento del volumen, al fijar el pH de la solucion, es despreciable v,
por ende, la concentracién no varia respecto a la solucién madre.

Luego se realizd una mezcla de ambas soluciones en proporciones definidas, para ir
ajustando el pH a un valor deseado, este valor se registré6 por medio de un de pH-metro.
Una vez alcanzado el pH deseado se tomd el espectro de absorcion de la solucion.
Repitiendo este procedimiento, mezclando las soluciones en proporciones diferentes, se
prepararon sucesivas alicuotas de pH diferentes, y a cada una de ellas se le registro el
espectro de absorcion. De esta manera, mediante la mezcla de las soluciones madres de
distinto pH en distintas proporciones, se logra modificar el pH de la solucién en un amplio
intervalo, sin modificar la concentracion de la sustancia cuya K, se quiere determinar.

En todos los casos, se empled como blanco una solucion de agua (milli Q) y se
grabaron los espectros obtenidos entre 200 y 500 nm. Para todas las medidas, se emplearon
celdas de cuarzo de 1 cm de camino Optico. Posteriormente, se graficaron los espectros de
absorcion obtenidos. Se analizaron los puntos isosbésticos con el fin de evaluar la cantidad
de formas &cido-base presentes en el intervalo de pH estudiado. También se determinaron
las zonas del espectro que presentaron los mayores cambios en la absorbancia de las
soluciones al variar el pH. Se realizaron graficos de absorbancia en funcion del pH a
distintas longitudes de onda, las cuales se escogieron dentro de las zonas de mayor cambio
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de absorbancia. Sobre la base de estos resultados experimentales, se realizd para cada
longitud de onda analizada el ajuste no lineal empleando la ecuacion 2.4.3 y el programa
OriginPro, (version 8.0) obteniéndose valores promedios de K,.con su correspondiente

desviacion estandar.
2.4.4.5. Espectroscopia de emision fluorescente

Se utilizaron dos equipos diferentes:

Equipo I: Fluoromax4 (HORIBA Jobin Yvon). Medidas de estado estacionario (espectros
de emision, espectros de excitacion). Consta de una lampara de Xendn pulsada, un
monocromador de excitacion que focaliza el haz sobre la cubeta, un monocromador de
emision, como detector un fotomultiplicador R928 y un programa de adquisicion de datos
FluorEssence™ basado en el sistema operativo Windows.

Equipo IlI: FluoroLog-3 Time Correlated Single Photon Counting, FL3 TCSPC-SP,
(Horiba Jobin Yvon). Medidas de estado estacionario y también medidas resueltas en el
tiempo (determinacién de tiempos de vida de estados excitados). Para realizar los espectros
de emisidn en estado estacionario utiliza una ldmpara estacionaria de alta presion de Xenon
(450 W), un monocromador de excitacion, un monocromador de emision iHR320, un
fotomultiplicador R928P como detector y el programa de adquisicion de datos
FluorEssence™,

Debido a que la sensibilidad del detector y la eficiencia de los monocromadores
varian con la longitud de onda, los espectros de emision obtenidos deben corregirse por lo
que se denomina “respuesta del instrumento”. Esta correccion se realiza dividiendo la sefal
de emision de la muestra por la respuesta del instrumento. Ambos equipos poseen
programas adecuados para la correccion de las sefales.

En todos los experimentos realizados con estos equipos, se utilizaron celdas para
fluorescencia de cuarzo (Hellma) de 1cm x 1 cm o 1 cm x 0,4 cm, segln las necesidades
de la medida. Las medidas se realizaron a temperatura ambiente. Los espectros fueron
registrados excitando la banda de menor energia de las BCs. Asimismo, a modo de control,
se registraron los espectros de absorcion UV-visible de las soluciones antes y después de
las correspondientes medidas de fluorescencia. Cabe aclarar que en ningln caso se observé
cambio alguno, por lo que se concluye que no se produce reaccion fotoquimica detectable,

con esta técnica, durante la ejecucion de estas medidas.
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2.4.4.6. Determinacion de rendimientos cudnticos de fluorescencia ®g

Los rendimientos cuénticos de fluorescencia de todos los analitos fueron obtenidos
en solucién acuosa, en dos rangos de pH (4,0 - 5,0 y 9,0 - 10,0), en atmosfera de aire. Las
longitudes de onda de excitacion correspondieron, en cada caso, a la banda de menor
energia. En el caso del nHo se utilizaron como referencias el 9,10-difenilantraceno (9,10-
DFA) en ciclohexano (@ = 0,95)[20] y quinina bisulfato en H,O-H,SO4 0,1 M (&f =
0,57).[21] Los rendimientos cuanticos de las demas PCs fueron determinados utilizando
nHo en solucion acuosa de HCI diluido (pH ~4) como referencia (@F = 0,70).[9,22]

Para el calculo del parametro @ se registraron en iguales condiciones los espectros
de emision corregidos de la sustancia utilizada como referencia y del analito en estudio, los

que se correlacionan mediante la ecuacion 2.4.13:[23,24]

e = [(Ar lem M) 1 (Am Ter )] Py (2.4.13)

Donde los subindices r y m se refieren a la referencia y a la muestra,
respectivamente, @ es el rendimiento cuéntico de fluorescencia, A es la absorbancia a la
longitud de onda de excitacion, I es la intensidad de fluorescencia, medida como el area
debajo del espectro de fluorescencia corregido, y n es el indice de refraccion del solvente.
Esta Gltima correccion minimiza el efecto de cambio de intensidad de la luz debido a la
refraccion y reflexiones internas de la celda.

Las absorbancias de las muestras y referencias fueron igualadas a la longitud de
onda de excitacion, a valores menores que 0,1, para evitar los efectos de filtro interno y
permitiendo, ademas, despreciar las diferencias en los valores de los indices de refraccion

del solvente puro y la solucién.
2.4.4.7. Determinacion de los tiempos de vida de fluorescencia

En esta técnica, se excita la muestra con un pulso de luz muy corto de 4 apropiada y
se registra el decaimiento de la fluorescencia en funcién del tiempo. El pulso de luz
produce un cierto numero de moléculas en estado singlete excitado (M*). La velocidad con

que decrece M* puede describirse con la ecuacion 2.4.14:

M¢* = Mo* exp (K 1) (2.4.14)
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donde kg es el coeficiente de velocidad de emision espontanea, y es la sumatoria de todas
las vias de decaimiento del estado excitado singlete. M* y Mg* son el numero de
moléculas en estado excitado a un tiempo t y 0, respectivamente. Por tanto, la intensidad de
fluorescencia, que es proporcional al nimero de moléculas en el estado excitado, decaera
exponencialmente.

El z= se define como el tiempo requerido para que la intensidad de fluorescencia

alcance 1/e de su valor inicial. Es decir:
kKe=1/1 (2415)

La fuente de excitacion utilizada en este tipo de determinacién consistié en dos
nano-LED de maximo de emisién 341 nm y 388 nm, longitudes de onda que incluyen a las
bandas de menor energia de ambas formas acido-base de las BCs y la de sus derivados
metilados. El equipo empleado para estas medidas fue en 11, donde los fotones emitidos,
después de su pasaje por el monocromador iHR320, fueron detectados por un detector
TBX-04 conectado a una fuente de alimentacion TBX-PS y contados por un moédulo
FluoroHub-B controlado por el programa DataStation. En todos los experimentos
realizados, la ventana de tiempo seleccionada fue de 0-200 ns. Los decaimientos de
fluorescencia fueron monitoreados a los maximos de emision de cada compuesto a
analizar. Los datos fueron deconvolucionados de la sefial de la fuente de excitacion,
obtenida por excitacién de una suspension de Ludox, utilizando el software DASS,

provisto por Horiba Jobin Yvon.
2.4.4.8. Espectroscopia de excitacion fluorescente

Se registraron espectros de excitacion empleando el equipo | previamente

descripto. En este caso, el equipo consta de un fotodiodo de referencia que corrige la sefial.
2.4.4.9. Produccion de oxigeno singlete

En este capitulo, se ha estudiado la produccién de 'O, por parte de las N-metil-Cs,
mediante el empleo de técnicas cinéticas resueltas en el tiempo. En el caso de la 9-Me-BCs
las medidas se llevaron a cabo en el Center for Oxygen Microscopy and Imaging, Aarhus
University, Dinamarca, en colaboracién con el Dr. P. R. Ogilby (Equipo IIl). Asimismo,

las medidas realizadas para los N-metil derivados catidnicos, fueron en colaboracion con el
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Dr. P. M. David-Gara en el Centro de Investigaciones Opticas (ClIOp — CONICET - CIC,
Equipo IV). Los equipos se detallan a continuacion:

Equipo I11: Consta de un laser Nd:YAG (Quanta-Ray GCR 230), que opera a 10 Hz, cuyo
haz de salida fundamental (1064 nm) se triplica para generar un haz de salida
correspondiente al tercer armonico del mismo (a 355 nm). La duracion del pulso generado
es de aproximadamente 5 ns. Se utiliza un prisma Pellin-Broca para separar el haz
fundamental, el segundo y el tercer arménico entre si. La energia del laser requerida para
cada experimento se obtiene reduciendo la intensidad total del haz de salida empleando
filtros de densidad neutra o cambiando la energia de la lampara de flash usada para
bombear el laser. Finalmente, la intensidad de energia es determinada utilizando un
medidor de energia digital FieldMax-TO (Coherent).[8]

La sefial fosforescente del ‘O, emitida desde la muestra se registré con un detector
de Germanio enfriado con nitrégeno liquido (North Coast EO-817P) posicionado a 90°
respecto del haz del l&ser incidente en la solucién. La eficiencia de coleccion de la sefial
fue incrementada por accion de un espejo parabdlico colocado detras de la celda de cuarzo
que contenia las muestras. La sefial emergente del detector se hizo pasar a través de un
filtro Si-filter (CVI optics) con el objeto de remover la luz visible, y de un filtro de banda
(1270 nm bandpass filter, de 50 nm de ancho de banda) para aislar la sefial de emision
fosforescente del ‘0.

Equipo 1V: Consta de un laser Nd:YAG (Surelite 11 continuun), que opera a diferentes
frecuencias y cuya duracién del pulso es de aproximadamente 7 ns. El haz de salida
fundamental de 1064 nm se triplica y selecciona mediante un prisma Pellin-Broca para
generar un haz de salida correspondiente al tercer armonico del mismo (355 nm). La
energia del laser requerida para cada experimento se obtiene reduciendo la intensidad total
del haz de salida empleando filtros de densidad neutra. Finalmente, la intensidad de
energia es determinada utilizando un medidor de energia digital. La sefial fosforescente del
'0, emitida desde la muestra se registro a 90° respecto al haz del laser incidente.
Previamente antes de ser detectada paso través de un filtro de metal de silicio recubierto de
5 mm de espesor anti-reflectante (que permite el pasaje de longitudes de onda > 1,1 um) y
un filtro de interferencia (de 50 nm de ancho de banda a 1270 nm) y por un
preamplificador de baja impedancia. Posteriormente se detecto la sefial por un fotodiodo de

Germanio (Applied Detector Corporation), posee un tiempo de resolucion 1 ps. Las
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sefiales se adquirieron como el promedio de 64 pulsos, con un osciloscopio digital 500
MHz Agilent Infiniium y se transfirieron a una computadora para su posterior analisis.

En los estudios de produccion de *O,, se utilizd D,O en lugar de H,O como
solvente. Las concentraciones se calcularon midiendo la absorbancia de las soluciones y
empleando los correspondientes valores de &(4). Previamente, se controlé que los espectros
de absorcidn y los correspondientes valores de (1) fueran iguales en ambos solventes.

El pD (—log [D']) fue medido con el mismo pH-metro que el usado para las
soluciones en H,O. Se procuré que el electrodo estuviera bien seco, para evitar la
introduccién de H,O en las soluciones. Los valores de pD se calcularon aplicando la

siguiente correccién a cada medida:[25]
pD=pH+ 04

donde pH es el valor leido en el pH-metro. El pD fue ajustado mediante el agregado de
pequefios volumenes de soluciones relativamente concentradas de NaOD y DCI en D,0.

Las soluciones de N-Me-BCs en D,0 se irradiaron con los laseres de ns descriptos
anteriormente y se monitored la intensidad de fosforescencia del *O, a 1270 nm en funcién
del tiempo. La longitud de onda de excitacion fue, en ambos equipos, de 355 nm. La
eleccién de D,O como solvente, en lugar de H,O, se debe a que en D,O el 'O, presenta un
tiempo de vida (za) considerablemente mayor al observado en H,O (4 = 65 pus 'y 3,6 s,
respectivamente). Este fendémeno se debe a que, en el caso del solvente deuterado, las
frecuencias vibracionales son menores, lo que conduce a una menor desactivacion térmica
del 0, y, consecuentemente, a una mayor sensibilidad y resolucién del método.[26]

Para el calculo de los respectivos @&, se empleéd un método comparativo.
Brevemente, se grafico la intensidad de la sefial del 'O, extrapolada a cero (factor pre-
exponencial A), corregida por la fraccion de luz absorbida y el tiempo de vida del *O,, en
funcién de la energia del laser para la muestra y para una referencia, cuyo valor de @, es
conocido. A modo de ejemplo, se pueden ver en la Figura 2.21 los correspondientes datos
experimentales obtenidos para el 2-Me-nHo, 2,9-diMe-nHo y la referencia. La relacion
entre ambas pendientes es proporcional a la relacion de rendimientos cuanticos, como lo
indica la ecuacion (2.4.16), por lo que de alli se puede calcular el @, de la muestra
desconocida.[27], [28]
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(pASens ASens TARef (1 -1 O-A Ref)

®ARef - TASens (1 -1 O-A SenS) ARef

(2.4.16)

donde el superindice Sens se refiere al sensibilizador en estudio y el superindice Ref se
refiere a la referencia, A y 7, son factor pre-exponencial y el tiempo de vida de 'O,

Ref s el rendimiento

respectivamente, obtenidos de la sefial de emision a 1270 nm, @,
cuantico de produccién de 'O, de la referencia. El factor [(1 — 10" R / (1 — 10" 5*™)], se
origina por la diferente cantidad de fotones absorbidos por la muestra y por la referencia, y
resulté ser muy similar a uno, debido a que se trabaj6 con valores de absorbancia similares
para ambos.

En los experimentos descriptos en este trabajo de tesis se usd, como compuesto de
referencia, el &cido perinaftenona-2-sulfonico, PNS, que tiene un &, = 0,97 £ 0,06.[15]
Todas las sefiales de fosforescencia registradas mostraron una cinética de decaimiento
mono-exponencial.

Durante las determinaciones de &, pueden, en principio, tener lugar interferencias
en el infrarrojo cercano debidas a la emision fluorescente. Las BCs poseen espectros de
emisién fluorescente relativamente anchos con una cola que se extiende hasta ~ 680 nm,
(ver seccion 2.2.2.3) y también estos alcaloides presentan fosforescencia. Para descartar
este tipo de interferencias se realizaron experimentos de control con soluciones de BCs
previamente saturadas en N,. En estas condiciones, debido a la ausencia de O, disuelto en
el medio, en caso de detectarse emision en la region infrarroja, la misma sera asignada a la
sustancia en estudio. Estos controles se realizaron en las mismas condiciones de trabajo en
las que se llevaron a cabo las medidas de @, para las BCs. Cabe aclarar que, para ninguna

de todas las BCs ensayadas se detectd luminiscencia a 1270 nm en atmosfera de N».
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Estudio de la interaccion entre f-carbolinas y albdmina de suero bovino

3.1. Introduccioén

Tal como se describi6 en el Capitulo 1, las BCs son capaces de inhibir diferentes
tipos de enzimas. Sin embargo, el modo de interaccion en la mayoria de los casos es aln
una incdgnita. Para lograr una caracterizacion inequivoca, es necesario recurrir al estudio
de espectroscopia de rayos X sobre el cristal de los sistemas enzima / ligando. Sin
embargo, la obtencion de dichos monocristales no es algo sencillo y facil de logar con
todos los sistemas. En este contexto, el desarrollo de métodos espectroscopicos simples,
basados en el uso de cromoforos / fluor6foros sensibles al entorno en el cual estan
confinados, se vuelve relevante.

Con el objetivo de comprender los procesos fisicoquimicos involucrados en la
interaccion de BCs con proteinas se realizaron estudios de interaccion con la albumina de

suero bovino (ASB) seleccionada como modelo proteico

3.1.1. Estructura, propiedades y funciones de la albumina de suero bovino (ASB)

La albumina de suero bovino o ASB (comunmente conocida por sus siglas en
inglés, BSA), es una proteina globular extensa, extraida del suero bovino. Tiene una
composicion elemental (elemento; nimero de atomos del elemento): C: 2932, H: 4614, N:
780, O: 898 y S: 39. Muestra una masa monoisitopica de 66389,86 Da y una masa
promedio de 66432,96 Da. Su punto isoeléctrico (pl) es 4,70. En su estructura primaria,
ASB (Figura 3.1) esta constituida por 583 amino &cidos y, a través de la formacién de 17
puentes disulfuro determina, en su estructura secundaria y terciaria, diferentes sub-
dominios.[1-3] Esta formada por tres dominios, denominados I, 1l y 11, cada uno de ellos
divididos en dos sub-dominios (A y B). Tal como se desprende de la Figura 3.1 (b), ASB
presenta en su estructura dos residuos triptofano (Trp o W), Trp-134 y Trp-212, que son
los principales responsables de las caracteristicas de la fluorescencia intrinseca de ASB.
Cada residuo Trp esta localizado en un dominio especifico: Trp-134 esta localizado en el
dominio I, en un entorno hidrofilico cercano a la superficie proteica. Trp-212 pertenece al
dominio Il y esta rodeado por uno entorno hidrofébico, ubicado en el interior de la
proteina.[1]

Su principal funcion bioldgica estd asociada al transporte de diferentes tipos de
sustancias y metabolitos. ASB es capaz de adsorber-interactuar-transportar especies

moleculares anidnicas, catidnicas y neutras tales como acidos grasos y otros tipos de
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lipidos, sales, etc.[4] ASB también jugaria un rol central en otros procesos biolégicos
claves tales como la oxidacion lipidica,[5] y la regulacién del pH y la presién osmética
sanguinea.[6]

ASB presenta diferentes propiedades fisicoquimicas tales como una elevada
estabilidad y solubilidad en soluciones acuosas y una gran versatilidad, ya mencionada, en
su capacidad de unidn-interaccion. Ademas, presenta una alta similitud con la proteina
albumina de suero humano (~80 % de homologia). Todas estas caracteristicas hacen que

ASB sea un excelente modelo proteico para el trabajo fotobioldgico - biofisico in vitro.

(a) (b)

BSA MKWV TFISLLLLFSSAYSRGVFRRDTHKSEIA
HRFKDLGEEHFKGLVLIAFSQYLQQCPFDEHV
KLVNELTEFAKTCVADESHAGCEKSLHTLFG
DELCKVASLRETYGDMADCCEKQEPERNECF
LSHKDDSPDLPKLKPDPNTLCDEFKADEKKF
WGKYLYEIARRHPYFYAPELLYYANKYNGVF
QECCQAEDKGACLLPKIETMREKVLASSARQR
LRCASIQKFGERALKAWSVARLSQKFPKAEF
VEVTKLVTDLTKVHKECCHGDLLECADDRAD
LAKYICDNQDTISSKLKECCDKPLLEKSHCIAE
VEKDAIPENLPPLTADFAEDKDVCKNYQEAK
DAFLGSFLYEYSRRHPEYAVSVLLRLAKEYEA
TLEECCAKDDPHACYSTVFDKLKHLVDEPQN
LIKQNCDQFEKLGEYGFQNALIVRYTRKVPQV
STPTLVEVSRSLGKVGTRCCTKPESERMPCTE
DYLSLILNRLCVLHEKTPVSEKVTKCCTESLV
NRRPCFSALTPDETYVPKAFDEKLFTFHADICT
LPDTEKQIKKQTALVELLKHKPKATEEQLKTV
MENFVAFVDKCCAADDKEAC FAVEGPKLVV
STOTALA

Esquema 3.1. (a) Estructura cristalina de ASB y detalle de sus principales dominios y sitios. Figura
extraida de Ref. [8]. (b) Estructura primaria de ASB: secuencia aminoacidica. Composicion de residuos
fluorescentes: W o Trp = triptofano (2), Y o Tyr = tirosina (20), F o Phen = fenilalanina (26).
Subrayado, se sefiala la secuencia del péptido sefial, que luego es escindido para dar la proteina madura.

3.1.2. Relacién entre estructura, pH y propiedades fotofisicas de la ASB y sus fluor6foros

intrinsecos (triptofano, tirosina y fenilalanina)

La organizacién estructural y compactacion de la estructura terciaria de la ASB
varia en funcion del pH, observandose también modificaciones en la estructura
secundaria.[9-13] Se han identificado cinco isémeros conformacionales de ASB en
diferentes rangos de pH, a los que se nombré como, la forma E (extendida; pH < 3), la
forma F (ligera de la sigla en inglés Fast, pH 3 - 5), la forma N (nativa; pH 5 - 7), la forma
B (basica Basic; pH 7 - 8,5) y la forma A (envejecida del inglés Aged; pH > 8,5). Ademas,
se ha sugerido que las formas conformacionales de las albdminas séricas estan conservadas

en varias especies, lo que implica que la isomerizacion dependiente de pH podria jugar un
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rol fisiol6gico importante. Su relevancia fisioldgica estaria ligada a la unién y liberacion de
sustratos dependiente de pH, dado que se ha medido niveles de pH bajos en la superficie de
la membrana de varios tejidos.[14]

La fluorescencia intrinseca de una proteina se origina debido a la presencia de los
aminoacidos aromaticos[15-17] triptofano (Trp), tirosina (Tyr) y fenilalanina (Phe) (Figura
3.1). El grupo indolico de los triptofanos es la especie dominante en términos de absorcion
en el UV y emision de las proteinas. La Tyr posee un rendimiento cuantico de
fluorescencia similar al Trp (Tabla 3.1), pero su espectro de emision es mas angosto. En las
proteinas nativas, la emision de fluorescencia de la Tyr es frecuentemente desactivada por
interaccion con la cadena proteica o por transferencia de energia al Trp. Por el contrario, en
el estado desnaturalizado de las proteinas, la emision de Tyr aumenta. El pK, de la Tyr
disminuye luego de la excitacion, por lo que su ionizacion puede ocurrir en el estado
excitado. La emision intrinseca debida a la Phe s6lo se observa en proteinas que no
presenten residuos de Tyr ni Trp, hecho que se da con extremada baja frecuencia.

La emisién del Trp es muy sensible a su entorno, y es usualmente empleado como
testigo de los cambios conformacionales en las proteinas. EI maximo de emisién de las
proteinas refleja la exposicion promedio de sus residuos de triptéfano a la fase acuosa. Los
tiempos de vida de fluorescencia de los residuos de triptéfano van de 1 a 6 ns, y son
altamente sensibles a la presencia de diferentes agentes desactivadores, tales como grupos
disulfuro cercanos, grupos deficientes en electrones, -NHs*, -COH, residuos de histidina
protonadas, entre otros. La presencia de multiples residuos de triptéfano en las proteinas,
cada uno en un entorno diferente, es una de las razones del decaimiento de la intensidad de
fluorescencia multi-exponencial de las proteinas. Otra de las razones, recientemente
sugeridas estd relacionada con la presencia de, al menos, dos especies emisoras del
triptofano, aln en soluciones acuosas. En este entorno homogéneo y libre de proteina, el
Trp muestra un doble decaimiento, como consecuencia de la existencia de un tautomero

y/o una nueva especie emisora generada desde el estado excitado del Trp.[18]
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Figura 3.1. Espectros de absorcion UV-visible y de emision fluorescente de las soluciones buffers de
Trp, Tyr y Phe a pH 7,0. Extraido de referencia [19].

Tabla 3.1. Resumen de las principales propiedades fotofisicas de los aminoacidos Trp, Tyr y Phen.*

L, Aexc fluo Abundancia  Sensibilidad al
Aminoacido /nm /nm (/3 z/ns (%) entorno
Fenilalanina 260 282 0,02 6,8 3,5 NO

Tirosina 275 304 0,14 3,6 3,5 NO
Triptofano 295 353 0,13 3,1 (promedio) 1,1 Si

* Datos extraido de referencia [19].
3.1.3. Estudios previos de interaccion de fCs con ASB

Hasta la fecha, la informacion contenida en la literatura acerca de las interacciones
que gobiernan la union de BCs con ASB es escasa Y, en ciertos aspectos, contradictoria:
(i) Por un lado, Chattopadhyay et al. llevaron a cabo estudios fotofisicos sobre la
interaccion del nHo con las albdminas de suero humano (ASH) y bovino (ASB).[20,21]
Los autores describen una fuerte union entre el fotosensibilizador biologico y las dos
proteinas séricas, con valores de constantes de unién de 1,25 x 10° M, y 1,33 x 10* M™%,
respectivamente. Esta interaccion produce una notable modificacion del comportamiento
fotofisico dependiente de la polaridad del entorno del nHo al unirse a las proteinas.

Asimismo observaron por anisotropia de fluorescencia del nHo una marcada restriccion del
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movimiento al producirse la union con las proteinas séricas. Ademas sugieren que la union
del nHo aumenta la estabilidad conformacional de las mencionadas albiminas.

(i) Por su parte, Nafisi et al.[22] estudiaron la interaccion de Ho, Ha, harmalina, harmalol
y t-h-norharmano con ASB, mediante técnicas de espectroscopia infrarroja (FTIR) y
absorcion UV-visible. Al igual que en el caso de Chattopadhyay et al., estos estudios se
realizaron en buffer fosfato de pH 7,2. Los autores describen la presencia de diferentes
tipos de interacciones entre estos alcaloides y ASB (interacciones van der Waals y
formacion de puentes de hidrogeno). Obtienen, ademas, valores moderados para las
constantes de asociacion, K, (~10° - 10* M™), dependientes de la estructura molecular de
los compuestos: K™ > KMo 5 harmalina - cHo o, ehamalel - En relacién a la estructura
proteica, los autores manifiestan observar una dependencia estructural con la concentracion
del alcaloide. En particular, a bajas concentraciones de BCs (< 0,05 mM) no observan
cambios conformacionales en la biomolécula, mientras con concentraciones un orden de
magnitud superior, observan una disminucion en las estructuras de a-hélice y hoja-p,
indicando una desestabilizacion parcial de su estructura secundaria.

(iii) En el afio 2012, Hemmateenejad et al.[23] estudiaron la interaccién del harmalol con
la proteina de suero humana combinando técnicas espectroscépicas de fluorescencia y
modelado molecular, logrando determinar parametros de la interaccion basandose en el
guenching de la emision proteica por agregado de la BC (K = 6,3 x 10* M™). En este caso
particular, los autores también sugieren que fuerzas de interaccién hidrofobicas y la
formacion de puentes de hidrégeno jugarian un rol central.

Sin embargo, ain quedan interrogantes por resolver: (i) Por un lado, no se sabe
ciertamente cual o cuéles son los sitios proteicos con los que interaccionan estos alcaloides.
(if) Es aun incierta la contribucion de cada especie &cido-base de las BCs al proceso de
interaccién con las proteinas. Cabe recordar que en todos los casos mencionados en los
parrafos precedentes, los estudios fueron realizados en condiciones de pH fisiologico (7,2 -
7,4) donde, en el caso de las BCs no sustituidas en N-2, coexisten en solucion las especies
BCH" y BCN. (iii) Tampoco se conoce aun si los fenémenos fotofisicos descriptos estan
dominados por contribuciones estaticas, dinamicas o una mezcla de ambas.

En este contexto, el estudio sistematico de la interaccion de ASB con alcaloides
pertenecientes a la familia de las BCs y su dependencia con el pH representa una
alternativa clara que puede contribuir a responder algunos de los interrogantes antes

mencionados. Mas aun, por sus propiedades fotofisicas intrinsecas, el uso de los derivados
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metilados en la posicion N-2 serd clave para la comprension de los mecanismos de

interaccion.

3.2. Resultados y discusiones

Se estudio la dependencia con el pH de la interaccion entre BCs y sus N-metil
derivados con la proteina modelo de transporte ASB. Dada la complejidad de los sistemas
y la riqueza de la informacion que potencialmente pueden brindar los mismos, se
selecciond la familia del norharmano y sus N-metil derivados (Esquema 3.2) como
compuestos y/o fotosensibilizadores modelos para desarrollar estos estudios. Para los fines
propuestos en este capitulo, se emplearon conjuntamente técnicas espectroscopicas
(absorcién UV-visible y de emision fluorescente) y de calculo numérico avanzado que

permiten interpretar cuali- y cuantitativamente la naturaleza de las interacciones

observadas.
4 3
- 2
. 2 N*—R,
\ 7
1
! N o
8 \
Rg
Entrada Nombre (abreviatura)
R: Ry
1 norHarmano (nHo) H H
2 loduro de 2-Metil-norHarmanio (2-Me-nHo) CH; H
3 9-Metil-norHarmano (9-Me-nHo) H CH;
4 loduro de 2, 9-Dimetil-norHarmanio (2,9-diMe-nHo) CH; CHs;

Esquema 3.2. Estructura quimica de las fCs empleadas en este capitulo.
3.2.1. Espectros de absorcion UV-visible a pH controlado

El agregado de concentraciones crecientes de ASB en las soluciones acuosas de
BCs induce fuertes variaciones en el pH de las mismas. Por lo tanto, es necesario recurrir al
uso de soluciones reguladoras (buffers) que permitan compensar estos efectos
estableciendo, a la vez, condiciones de trabajo especificas y controladas que permitan
definir cual/es es/son la/s especie/s acido-base de cada BC que esta/n presente/s en cada

condicion de ensayo (Capitulo 2). Por otro lado, si bien no se observaron variaciones en las
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constantes de disociacion &cido-base de BCs (Capitulo 2, seccion 2.2.1.3) con la variacion
de la fuerza idnica de las soluciones, es sabido que los equilibrios quimicos, en particular
los de asociacion-disociacion intermolecular, pueden presentar una relacion de
dependencia con este parametro experimental. Consecuentemente, para poder realizar
analisis comparativos de los resultados obtenidos en diferentes condiciones
experimentales, es necesario, ademas, recurrir al uso de soluciones con igual o similar
fuerza idnica.

Por tal motivo, los estudios de interaccion de las BCs con la proteina ASB se
llevaron a cabo en soluciones acuosas, bajo condiciones de pH (soluciones buffers) y
fuerza idnica controladas. En particular, los ensayos efectuados en condiciones acidas (4,0
< pH < 5,0) se realizaron en buffer C,H;40, - NaC,H30, (&cido acético-acetato de sodio).
Para los ensayos en condiciones de pH fisiologico (7,4) se recurrié al uso del buffer
KH,PO,4 - NaOH. Por ultimo, los ensayos realizados en condiciones alcalinas (9,0 < pH <
10,0) se hicieron en buffer Na;B;07.10H,0O - NaOH. En la seccion 3.4.2 se detalla la
preparacion y fuerza idnica de estos buffers que, de ahora en adelante, serdn denominados
como “acetato”, “fosfato” y “borax”. Para la eleccion de las distintas soluciones
reguladoras se tuvo en cuenta, ademas, las caracteristicas espectroscépicas (absorcién UV-
visible) de cada uno, de modo de evitar posibles interferencias en la region del espectro
electromagnético de interés desde el punto de vista analitico (A > 300 nm).

Vale aclarar que a lo largo de este capitulo se continda usando el cédigo de color
establecido previamente para representar los resultados obtenidos en medio acido (rojo) y
alcalino (azul). Asimismo, el color magenta representa los resultados obtenidos en
condiciones de pH fisioldgico.

3.2.1.1. Espectros UV-visible del nHo y sus N-metil derivados a pH controlado

En una primera instancia se procedié a evaluar las caracteristicas espectroscépicas
de los compuestos bajo estudio en las diferentes soluciones buffers. En la Figura 3.1 se
presentan los espectros de absorcion UV-visible de los cuatro compuestos heterociclicos
estudiados. A modo de referencia se presentan conjuntamente los espectros de cada
compuesto estudiado, pero registrados en solucion acuosa (agua calidad mQ) en las
distintas condiciones de pH (Capitulo 2). Tal como era de esperar, los espectros de
absorcion registrados en esta seccion son idénticos a los registrados en soluciones acuosas

que no incluyen buffers.
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Figura 3.1. Espectros de absorcion UV-visible normalizados de soluciones acuosas con buffers (lineas
continuas) y agua mQ (lineas punteadas) de nHo y sus N-metil derivados, registrados en diferentes
condiciones de pH. (a) nHo, (b) 2-Me-nHo, (c) 9-Me-nHo y (d) 2,9-diMe-nHo.

3.2.1.2. Espectros de absorcion UV-visible de ASB a pH controlado

Al igual que en la seccion anterior, los estudios espectroscépicos de absorcion UV-
visible se extendieron a la proteina ASB reproduciendo las mismas condiciones
experimentales que luego se usaron en los estudios de interaccion BCs / ASB. Este anélisis
inicial es relevante dada la complejidad del sistema de interaccion BCs / ASB / buffer. De
esta manera se obtienen los espectros individuales de cada uno de los componentes
presentes en las mezclas (sistemas) en cuestidn, los que son utilizados, posteriormente, en
el andlisis cuali- y cuantitativo efectuado.

En la Figura 3.2 se presentan los espectros de absorcion UV-visible normalizados
de la ASB en los diferentes buffers, asi como también en solucion acuosa. De la misma, se
aprecia que, desde el punto de vista espectroscépico, la proteina no experimenta

modificaciones severas, detectables por esta técnica.
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Figura 3.2. Espectros normalizados de absorcion UV-visible de la ASB en solucién acuosa y en buffers.

3.2.2. Espectroscopia de absorcion UV-visible aplicada al estudio de la interaccion entre

nHo y sus N-metil derivados con ASB

Se registraron espectros de absorcién UV-visible de los cuatro compuestos de
interés (nHo, 2-Me-nHo, 9-Me-nHo y 2,9-diMe-nHo) en presencia de cantidades
crecientes de ASB, en las tres condiciones de pH propuestas (Figuras 3.3 y 3.4) En todos
los casos se observaron cambios espectrales a medida que aumenta la concentracion de
ASB en solucién. Cabe destacar que los significativos cambios espectrales registrados para
longitudes de onda mayores a 350 nm, region en la que la ASB presenta una absorcién
despreciable en relacion a la BC, indican que existe una interaccion intermolecular concreta
entre los correspondientes estados electrénicos basales de cada una de las especies acido-
base de las BCs estudiadas con ASB.
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Figura 3.3. La columna izquierda y la derecha muestran los espectros de absorcién UV-visible de 2-
Me-nHo (102 uM) y 2,9-diMe-nHo (105 upM), respectivamente, en presencia de diferentes
concentraciones iniciales de ASB (relacion molar final BC: ASB 1: ~9). Las flechas sefialan los cambios
observados mientras se incrementa la concentracién de ASB. Insertos: se representa la grafica de
Benessi-Hildebrand obtenida una longuitud de onda representatitva. Los espectros se registraron bajo
tres condiciones de pH diferentes: (a) 4,9, (b) 7,4y (¢) 9,5.
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Figura 3.4. La columna izquierda y la derecha muestran los espectros de absorcién UV-visible de nHo
(282 uM en (@) y 235 uM en (b) y (c)) y 9-Me-nHo (182, 192 y 210 uM en (a), (b) y (c),
respectivamente), respectivamente, en presencia de diferentes concentraciones iniciales de ASB
(relacién molar final BC: ASB de 1: ~2 y 1: ~3, respectivamente). Las flechas sefialan los cambios
observados al incrementarse la concentracion de ASB. Insertos: se representa la grafica de Benessi-
Hildebrand obtenida una longuitud de onda representatitva. Los espectros se registraron bajo tres
condiciones de pH diferentes: (a) 4,9, (b) 7,4,y (c) 9,5.
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En estas figuras se pueden observar dos perfiles espectroscdpicos diferentes,
dependiendo de la estructura quimica de la BC ensayada:

(@) Por un lado, aquellas BCs metiladas en el nitrogeno piridinico (2-Me-nHo y 2,9-diMe-
nHo; BCs catidnicas) muestran el mismo comportamiento, en todo el rango de pH
investigado. Es decir, se observa un incremento en la absorbancia de la solucion a medida
que aumenta la concentracion de ASB. Al mismo tiempo, se observa un pequefio
desplazamiento hipsocrémico (~5 nm) de la banda de absorcion de menor energia
(centrada en ~375 - 385 nm) correspondiente a las especies BC-CHs" (Figura 3.3). Este
hecho ciertamente indica que el cation PC-CH3" estd interaccionando con ASB,
probablemente a través de interacciones coulombicas entre el cation BC con los sitios
polares de la propia proteina (Esquema 3.3).

(b) Por otro lado, el perfil espectral observado para los dos compuestos que no presentan
metilacion en el N-2 (nHo y 9-Me-nHo) muestra ciertas particularidades que dan cuenta de
la presencia de, al menos, un tipo de interaccion y/o proceso fisicoquimico adicional y/o
diferencial (Figura 3.4). Brevemente, en aquellas condiciones de pH en las que la especie
protonada de cada BC estd presente en solucion (pH 4,9 y 7,4) se observa que, al
incrementar la concentracion de ASB, disminuye (o desaparece) la banda de menor energia
de la especie protonada de las BCs (BCH), centrada en ~370 - 380 nm. Al mismo tiempo,
se observa la formacion (o incremento en su intensidad en el caso de los experimentos
realizados a pH 4,9 y 7,4) de una banda de absorcion centrada en ~350 - 360 nm (Figuras
3.4 (a) y (b)). Esta nueva banda de absorcion presenta caracteristicas muy similares (en su
forma y posicion) a las observadas para la banda de menor energia de la especie neutra de
las BCs (BCN).

Ademas, la disminucion y el incremento de la intensidad de las bandas de absorcién
descripta en el parrafo anterior, corresponde a procesos que ciertamente estan acoplados,
tal como lo sugiere la presencia de los puntos isosbésticos a 360 y 375 nm, segln sea nHo
0 9-Me-nHo, respectivamente.

Cabe mencionar aqui que los puntos isosbésticos mencionados en el parrafo
precedente seran usados, de ahora en adelante, como punto de referencia para definir dos
zonas de particular interés de acuerdo a los cambios espectrales observados.
Arbitrariamente, esas regiones espectrales las definimos como zonas | y 1l. Asi, en la zona
I del espectro, centrada a ~370 - 380 nm, la absorbancia total de la solucion sera asignada,

principalmente, a la especie protonada BCH" como tal o formando parte del complejo
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[BCH'.ASB]. Por su parte, la especie neutra BCN como tal o interactuando con ASB
([BCN.ASB]) seré la responsable mayoritaria de la absorcion observada en la zona I,
centrada a ~340 - 360 nm. Esta nueva terminologia o definicion brindara la posibilidad de
describir con mayor simpleza los resultados y analisis efectuados a lo largo del capitulo.

Basados en los resultados observados para BC-CHs" (inciso (a)), cabe esperar que
en condiciones de pH donde la especie BCH" esté presente (pH 4,9 y 7,4) el sistema
también presente un tipo de interaccion que dé lugar a la formacién de [BCH'.ASB]. Sin
embargo, los resultados presentados en las Figuras 3.4 (a) y (b) sugieren que el agregado
de la proteina ASB ofrece un entorno de caracteristicas tales que, independientemente del
pH dominante en el seno de la solucion (inclusive en condiciones de pH < 5, donde las BCs
estan presentes en la solucién de partida en mas de un 99% como BCH"), se ve favorecida
la formacion de la especie BCN por sobre la especie BCH". En otros términos, el agregado
de la proteina induce el desplazamiento del equilibrio &cido-base intrinseco de las BC no
sustituidas en el nitrégeno piridinico (N-2). Asi, la presencia de ASB favorece la
desprotonacién del nitrégeno piridinico (N-2) y, en consecuencia, se puede proponer que
los cambios espectrales observados se deben, principalmente, a la acumulacion relativa de
la especie BCN en un entorno diferente al del seno de la solucion ([BCN.ASB]). En base a
las caracteristicas propias de ASB, ese entorno mencionado ciertamente podria o deberia
ser cualquiera de los sitios hidrofébicos o hidrofébicos-basicos (cadenas de los
aminoécidos de caracter basico con capacidad para tomar el protéon de la BCH™) que
contiene la combinacién de su estructura primaria-secundaria y terciaria (Esquema 3.3).
Este concepto se abordara mas adelante, de manera més detallada.

En los experimentos realizados en medio alcalino (pH 9,5), tal como era de esperar,
solo se observa la presencia de una Unica banda de absorcion (centrada en ~340 - 360 nm),
correspondiente a BCN, cuya intensidad presenta una correlacion directa con la
concentracion de ASB (Figura 3.4 (c)). Al mismo tiempo, el agregado de proteina induce
un desplazamiento batocromico muy leve (~5 nm) en dicha banda de absorcion, lo que
pone de manifiesto la interaccion molecular existente entre BCN y ASB, dando lugar asi a
la formacion de [BCN.ASB].

Es importante destacar que, en todos los casos analizados, comienzan a
manifestarse interacciones adicionales luego del agregado de concentraciones de proteina
considerablemente elevadas (relacion molar, r° = [ASB]o/[BClo > 5). Este fendbmeno se
evidencia con la pérdida de los puntos isosbésticos encontrados en los espectros de
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absorcion UV-visible registrados en las condiciones iniciales de mezcla (a bajas
concentraciones de ASB). Muy probablemente, las interacciones de tipo proteina-proteina
sean las que, en estas condiciones de elevada concentracion proteica, estén jugando un rol
adicional. Este fendmeno deberia ser investigado en profundidad. Sin embargo, el estudio

de estos procesos y/o interaccion escapa a los objetivos centrales de esta Tesis.

siR,=-H y R,=-Ho CHgm ;
siR,=-CH,y R,=-Ho CH3‘ x N

Esquema 3.3. Representacion de los diferentes modos de interaccion planteados para las especies fCs y ASB
en sus estados electronicos fundamentales.

Las constantes de asociacion (Kg) propias de cada sistema se estimaron mediante el
método de andlisis de Benesi-Hildebrand (seccién 3.4.3, ecuacién 3.1). En todos los casos,
los datos experimentales mostraron una buena correlacién lineal al aplicar dicha ecuacion.
En las Figuras 3.3 y 3.4 se muestran, en forma de insertos, graficos representativos de los
ajustes mencionados. Por otra parte, en la Tabla 3.2 se listan los correspondientes valores
de Kg obtenidos en cada caso. Estos valores representan el promedio de las constantes
calculadas en el rango espectral comprendido entre 340 nmy 440 nm.

El analisis cuantitativo de los datos obtenidos en esta seccion revela algunos puntos
claves relacionados con los valores de K¢ calculados:

(i) Para cada sistema en particular, conformado por una BC y una cierta condicion de pH,
los valores de Kg calculados fueron idénticos, dentro del error experimental, en todo el
rango del espectro de absorcion UV-visible analizado. Estos resultados eran, en cierta
medida, esperables en el caso de las BCs sustituidas en N-2 ya que la especie catidnica
(BC-CH3") es la Unica especie &cido-base que se encuentra presente en solucion.
Consecuentemente, es de esperar la formacion de un Gnico tipo de complejo [BCH™.ASB].
Sin embargo, y tal como se describid en la seccion anterior, los sistemas formados por los

derivados que presentan el N-2 del anillo B-carbolinico no sustituido (nHo y 9-Me-nHo)
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sugieren la presencia de, al menos, dos tipos de complejos diferentes ([BCN.ASB] y
[BCH'.ASB]) que absorben, en mayor o menor medida, en toda la region del espectro UV-
visible analizado. Asi, el comportamiento observado sugiere que, en este tipo de sistemas,
el método de analisis empleado estima una constante de interaccion global entre las dos
especies &cido-base de nHo 0 9-Me-nHo con ASB.

(if) Ninguno de los cuatro compuestos estudiados muestra una dependencia clara de Kg con
el pH del medio ni con la naturaleza quimica de la BC. Desde el punto de vista de la
proteina, la ausencia de cualquier efecto de pH descripta en los puntos (a) y (b) sobre los
equilibrios de interaccion entre BCs y ASB sugiere que los cambios conformacionales que
pueda experimentar la proteina (en su entorno y/o sitios de unién) no modifican, de manera
significativa, su capacidad de union con moléculas pequefias. Por otra parte, cabe aclarar
que es de esperar que ASB no experimente cambios en la carga neta dado que su punto
isoeléctrico (PI) en agua a 278 K es de 4,7.[7] Consecuentemente, la carga neta que
presentarda ASB en las condiciones de pH estudiadas serd negativa lo que favorece las
interacciones de tipo culémbicas entre ASB y BCH" o BC-CH3" asi como también la
generacion de BCN por cesion del protdn por parte de las primeras.

(iif) Tampoco se observa una dependencia clara de Kg con la naturaleza quimica de la BC.
Este hecho se puede interpretar en base al gran tamafo relativo que presenta ASB con
respecto a las moléculas de bajo peso molecular representadas por las PBCs;
consecuentemente, ASB no reconoceria las modificaciones tanto en tamafio como en carga
de cada una de las moléculas de BCs estudiadas. Sin embargo, es importante tener en
cuenta que, por un lado, Kg representa una constante de interaccion global que no permite
discriminar entre diferentes tipos de interaccion, si es que las mismas tienen lugar de forma
simultanea para un mismo sistema. Por otro lado, si las variaciones en las afinidades reales
de cada tipo de BC con ASB son relativamente pequefias, el gran error experimental
asociado al método de anélisis de Benesi-Hildebrand impediria su deteccion.

Tabla 3.2. Constantes de interaccion BC / ASB estimadas para cada una de las condiciones descriptas en
el texto. Kg representa la constante de unidn calculada mediante la ecuacion 3.1.

Compuesto Ks/M*t10°

pH 4,8 pH 7,4 pH 9,5
nHo 1,2+0,8 1,5+0,8 1,3+0,8
2-Me-nHo 1,9+0,7 1,4+0,6 1,0+£0,3
9-Me-nHo 1,7+0,6 2,2%+0,9 2,209

2,9-diMe-nHo 1,0+04 0,4+0,2 1,2+04
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3.2.3. Anélisis quimiométrico de la interaccion entre nHo y 2-Me-nHo con ASB

Con el objeto de analizar la totalidad de la informacion espectroscépica contenida
en la region de longitudes de onda de interés, las matrices de absorbancias (A), construidas
con los espectros registrados para diferentes concentraciones de ASB, fueron analizadas
empleando técnicas de resolucion multivariada. Mediante el uso de métodos matriciales
frecuentemente empleados para la de deconvolucion de curvas se pudieron obtener tanto
espectros de absorcion de los componentes individuales como perfiles de concentracion,
asociados a los ensayos realizados con nHo (a pH 4,9 y 9,5) y con 2-Me-nHo (a pH 4,9)
(seccion 3.2.2). El proceso de deconvolucion consistié en la aplicacion secuencial de los
siguientes algoritmos: (i) descomposicién en valores singulares (SVD, Singular Value
Decomposition) para la determinacion del nimero de componentes independientes, (ii)
analisis evolutivo de factores (EFA, Evolving Factor Analysis) para la estimacion inicial de
los perfiles de concentracidn, y (iii) cuadrados minimos alternantes con restricciones (ALS,
Alternating Least Squares) para la obtencién de las matrices de espectros (ST) y de perfiles
de concentracion (C) que satisfagan tanto la condicién A = C.S" como las restricciones
fisicas asociadas a los equilibrios de asociacion.

En la Figura 3.5 (a) se presentan los espectros de absorcion relativa obtenidos a
partir del tratamiento matematico de las matrices espectrales correspondientes a los
ensayos realizados en la interaccion del norharmano con ASB a pH 4,9 y 9,5 (columnas
izquierda y derecha, respectivamente). Se observa que a pH 9,5 el espectro
deconvolucionado del [nHoN.ASB] presenta un ligero corrimiento batocromico de ~2 - 5
nm al interaccionar con la ASB, con respecto a nHoN. En la Figura 3.5 (b) (pH 9,5) se
observa como aumenta la concentracion relativa de [nHON.ASB] ([[nHoN.ASB]]r) a
medida que aumenta la concentracion inicial de ASB ([ABS]y). Cuando la [ABS], alcanza
un valor de 250 uM, la concentracion relativa del nHoN no asociado ([nHoN]g) es casi
nula, y [[nHON.ASB]]r es maxima. Por lo tanto, como inicialmente se emple6 una
concentracion aproximada 250 uM de nHoN, se puede decir que para relaciones superiores
alal (BC: ASB) no encontramos nHoN, como tal, en el seno de la solucion.

En cambio, a pH 4,5 el nHoH" muestra un patron de interaccion con la ASB
claramente diferente al observado a pH 9,5 (Figura 3.5 (a)). En este caso se observa como
el analisis quimiométrico ha permitido deconvolucionar la contribucién de, al menos, una

especie que presenta un espectro de absorcion muy similar al [nHoN.ASB] a pH 9,5
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(Figura 3.5 (c)). Esto esta de acuerdo con lo observado y planteado en la seccién 3.2.2. La
evolucion de la concentracion relativa a pH 4,5 de nHoH", ASB y [nHoH".ASB] muestra
que a medida que se incrementa la concentracion inicial de ASB, aumenta la concentracion
de [nHoH".ASB] y, consecuentemente, la [nHoH']r disminuye sin llegar a desaparecer
esta especie protonada aun a concentraciones de ASB ~1 mM (Figura 3.5 (b), columna
izquierda). Este hecho esta correlacionado la presencia de un modo de interaccion
adicional, probablemente, debido a interacciones electrostaticas entre nHoH" y ASB, tal
como se sugiridé en la seccion 3.2.2. Esta hipotesis es apoyada por las observaciones

realizadas a partir de los ensayos de interaccion entre 2-Me-nHo y ASB (ver mas adelante).
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Figura 3.5. (a) Espectros de absorcion UV-visible obtenidos por deconvolucion de los espectros registrados
para el sistema nHo / ASB en condiciones de pH 4,9 y 9,5 (columna izquierda y derecha, respectivamente).
(b) Evolucion de la concentracion relativa de cada especie deconvolucionada en (a). (¢) Comparacion entre
los espectros de absorcion obtenidos para la especie [nHON.ASB] deconvolucionados a partir de los
espectros registrados a pH 4,9y 9,5.

En la Figura 3.6 se presenta el andlisis quimiométrico de los resultados obtenidos
por espectrometria de absorcion UV-visible, a partir del estudio de la interaccion realizado
para el sistema 2-Me-nHo / ASB a pH 4,9. En este caso particular la deconvolucion de los
espectros muestra la presencia de, al menos, tres especies en solucion. Dos de ellas fueron
asignadas a los reactivos participantes de la reaccion (2-Me-nHo y ASB), mientras que la
tercera especie fue asignada al producto de la interaccion electrostatica de 2-Me-nHo
interactuando con ASB, [2-Me-nHo0.ASB], (Figura 3.6 (a)).

El analisis de la evolucion de las concentraciones relativas de estas tres especies
(Figura 3.6 (b)) muestra que, al aumentar la concentracion de ASB, disminuye la
concentracion relativa de 2-Me-nHo y, consecuentemente, aumenta la concentracion de [2-
Me-nHo.ASB]. Ademas, aln a la maxima concentracion ensayada, se observa la presencia
de sefal residual asignada a los correspondientes reactivos 2-Me-nHo y ASB. Sin
embargo, es importante aclarar aqui que, dada la gran similitud espectral entre el reactivo
2-Me-nHo y el complejo de interaccién formado [2-Me-nHo.ASB], las deconvoluciones
obtenidas pueden presentar una baja resolucion matematica para las especies mencionadas.
Consecuentemente, la fraccion de la especie [2-Me-nHo0.ASB] podria ser mayor y, por
consiguiente, la concentracion de la especie 2-Me-nHo remanente ser menor.

Del mismo modo, el andlisis presentado en el parrafo precedente puede extenderse
a los resultados obtenidos para las BC no sustituidas (nHo y 9-Me-nHo) descriptos en la

seccidn anterior. Consecuentemente, es l0gico esperar que en condiciones de pH donde la
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especie PCH™ esté presente (pH 4,9 y 7,4) el sistema también presente un tipo de
interaccion similar [BCH".ASB].

@) (b)
1 —&— 2-Me-nHo
1o, —=— 2-Me-nHo 10 —0— [2-Me-nHo.ASB]
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Figura 3.6. (a) Espectros de absorcion UV-visible obtenidos por deconvolucion de los espectros registrados
para el sistema 2-Me-nHo / ASB en condiciones de pH 4,9. (b) Evolucion de la concentracion relativa de
cada especie deconvolucionada en (a).

3.2.4. Estudio de interaccion entre fCs y ASB mediante técnicas de emision fluorescente,

en condiciones de pH controlado

La interaccion entre BCs y ASB se estudié, ademas, mediante técnicas de
luminiscencia molecular (emision fluorescente) de estado estacionario y resueltas en el
tiempo. En base al comportamiento general descripto en la seccion anterior, se
seleccionaron las especies nHo y 2-Me-nHo como croméforos representativos de cada
subgrupo de compuestos (con N-2 libre y metilado, respectivamente). Se estudio la
dependencia de la emision fluorescente de estas dos BCs con la concentracion de la
proteina ASB, evaluando también el efecto del pH del medio. Este tipo de analisis, no sélo
es (til para corroborar-corregir los valores de constantes de interaccion entre los estados
electronicos basales de las BCs y ASB determinados anteriormente, sino también, brinda
informacidn adicional sobre la interaccion entre el primer estado excitado singlete (S;) del

cromoféro y la proteina en su estado electronico basal.

3.2.4.1 Espectros de emision y decaimientos de fluorescencia de nHo y 2-Me-nHo en
soluciones de pH controlado.

En el Capitulo 2 se describieron las principales caracteristicas espectroscopicas de
estos compuestos en soluciones acuosas. Sin embargo, el agregado de las diferentes sales
puede influir en este tipo de propiedades, tal como lo demostraron Reyman et al., y
Sakurovs et al., para los casos concretos del agregado de fosfatos[24,25] y acetatos.[25]
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Consecuentemente, como medida previa a las determinaciones de interaccion con ASB
propiamente dicha, se procedié a evaluar las caracteristicas o propiedades emisoras
(fluorescencia) de los compuestos estudiados en presencia de en las diferentes sales usadas
en nuestros experimentos para la regulacion del pH (buffers acetato, fosfato y borax). Se
registraron los respectivos espectros de emision y los correspondientes decaimientos de la
emision fluorescente en cada condicion experimental: pH y tipo de solucién buffer usada
para nHo (Figuras 3.7 a 3.9) y 2-Me-nHo (Figuras 3.10 a 3.12). Con fines comparativos, se
incluyen los espectros y decaimientos correspondientes obtenidos en soluciones acuosas
con pH controlado (Capitulo 2).

Tipicamente, en las tres condiciones de pH ensayadas, ambos compuestos muestran
el mismo comportamiento general: (i) la interaccion de PC con los buffers no induce la
formacion de nuevas especies emisoras con respecto a lo observado en agua. Brevemente,
en condiciones &cidas solo se observa la emision de la especie protonada del compuesto
ensayado (BCH®), con su banda de emision tipica centrada en ~450 nm, y los
correspondientes decaimientos muestran la presencia de una Unica especie emisora a lo
largo de toda la banda de emisién. Por su parte, los espectros registrados a pH 7,4 y 9,5,
donde la especie BCN del nHo estéa presente en las soluciones, muestran la presencia de las
dos especies emisoras tipicas ‘[BCN]* y [BCH']* con bandas centradas en ~380 y 450 nm,
respectivamente. Los decaimientos (Amye = 380 nm) muestran un comportamiento bi-
exponencial, evidenciando la presencia de solo dos especies emisoras. (ii) En todos los
casos, las sales agregadas (buffers acetato, fosfato y borax) inducen una clara desactivacion
de los estados excitados S; de las BCs (‘[BCN]* y [BCH']*) que se manifiesta en una
marcada reduccion de los @ y ¢ observados en las soluciones buffers, con respecto a los
valores observados en agua (ver insertos en cada figura). Esta desactivacion dinamica
involucra, muy probablemente, procesos de transferencia protonica entre las BCs (desde su
estado S;) y las especies constitutivas de los buffers (CH;COOH / CHsCOO ™, HPO, 2 /
H,PO, o H3BO3/ B4O7 2) tal como se sugirié previamente en la literatura.[24,26]

Cabe aclarar que, si bien este comportamiento cualitativo ya fue descripto para los
casos de fosfato y acetato, desde el punto de vista cuantitativo, los resultados presentados
en esta seccion son totalmente novedosos para los tres casos estudiados (buffers acetato,

fosfato y borax).
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Figura 3.7 (a) Espectros de emisidn de fluorescencia de nHo en solucidn acuosa pH 4,9 (linea punteada) y en
buffer acetato pH 4,9 (linea continua), Je 371 nm. (b) Decaimiento de fluorescencia de nHo en solucién
acuosa pH 4,9 (linea punteada) y en buffer acetato pH 4,9 (linea continua). Aex. = 341 nmy Agyo = 450 Nnm.

Las curvas negras representan los correspondientes ajustes mono-exponenciales.
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Figura 3.8 (a) Espectros de emisién de fluorescencia de nHo en solucién acuosa pH 7,4 (linea punteada) y en
buffer fosfato pH 7,4 (linea continua), Ae. 349 nm. (b) Decaimiento de fluorescencia de nHo en solucién
acuosa pH 7,4 (linea punteada) y en buffer fosfato pH 7,4 (linea continua). Jex = 341 nmy Ay, = 380 y 450
nm. Las curvas negras representan los correspondientes ajustes mono- y bi-exponenciales para las sefiales
registradas Ay, = 450 y 380 nm, respectivamente. # Dato extraido de referencia [27].
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Figura 3.9 (a) Espectros de emisidn de fluorescencia de nHo en solucién acuosa pH 9,5 (linea punteada) y en
buffer bérax pH 9,5 (linea continua), Aex. 349 nm. (b) Decaimiento de fluorescencia de nHo en solucién
acuosa pH 9,5 (linea punteada) y en buffer bérax pH 9,5 (linea continua). Ae. = 341 NMy Agy0 = 380 y 450
nm. Las curvas negras representan los correspondientes ajustes mono- y bi-exponenciales para las sefiales
registradas Ay, = 450 y 380 nm, respectivamente. * Dato extraido de referencia [27].
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Figura 3.10 (a) Espectros de emisién de fluorescencia de 2-Me-nHo en solucién acuosa pH 4,9 (linea
punteada) y en buffer acetato pH 4,9 (linea continua), Ae. 374 nm. (b) Decaimiento de fluorescencia de 2-

Me-nHo en solucion acuosa pH 4,9 (linea punteada) y en buffer acetato pH 4,9 (linea continua). Ae. = 341
nmy Age = 454 nm. Las curvas negras representan los correspondientes ajustes mono-exponenciales.
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Figura 3.11 (a) Espectros de emision de fluorescencia de 2-Me-nHo en solucién acuosa pH 7,4 (linea
punteada) y en buffer fosfato pH 7,4 (linea continua), Jex. 374 nm. (b) Decaimiento de fluorescencia de 2-
Me-nHo en solucion acuosa pH 7,4 (linea punteada) y en buffer fosfato pH 7,4 (linea continua). e, = 388
nmy Ame = 454 nm. Las curvas negras representan los correspondientes ajustes mono-exponenciales.
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Figura 3.12 (a) Espectros de emision de fluorescencia de 2-Me-nHo en solucién acuosa pH 9,5 (linea
punteada) y en buffer bérax pH 9,5 (linea continua), Aex. 374 nm. (b) Decaimiento de fluorescencia de 2-Me-
nHo en solucién acuosa pH 9,5 (linea punteada) y en buffer borax pH 9,5 (linea continua). Aexc = 388 nm y
Jfivo = 454 nm. Las curvas negras representan los correspondientes ajustes mono-exponenciales.

3.2.4.2 Espectros de emision y decaimientos de fluorescencia de ASB a pH controlado

La region del espectro electromagnético activa, en términos de rangos de excitacion
y emision, que se utilizara para llevar a cabo los estudios de interaccion entre BCs y ASB
(4 > 340 nm) presenta una distancia razonable respecto a la region del espectro donde la
proteina presenta su mayor absorcién (200-300 nm). Sin embargo, dadas las caracteristicas
de fluorescencia intrinseca de ASB y teniendo en cuenta, ademas, que en ciertos ensayos la
concentracion de ASB agregada al medio serd lo suficientemente elevada como para

absorber parte de la radiacién de analisis incidente, se vuelve necesario evaluar la
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fluorescencia intrinseca de ASB en las condiciones experimentales empleadas en este
trabajo de Tesis.

Las Figuras 3.13 - 3.15 muestran los resultados obtenidos tanto en los estudios en
estado estacionario como en los resueltos en el tiempo, para soluciones de ASB en
presencia de buffers acetato, fosfato y borax, respectivamente. En todos los casos se ve el
mismo comportamiento general, donde los espectros muestran la presencia de una banda
de emision que se vuelve mas evidente conforme aumente la concentracion de ASB.
Ciertamente, esta emision global observada podria deberse a los diferentes cromoéforos que
constituyen la proteina. Sin embargo, por sus caracteristicas espectroscopicas (seccion
3.1.2), es de esperar que la mayor contribucion se deba a la presencia del aminoécido
triptéfano (Trp).

Ademas, las soluciones fueron analizadas mediante la técnica de luminiscencia
molecular resuelta en el tiempo. En particular, se registraron los decaimientos de
fluorescencia de ASB (Figuras 3.13 (b), 3.14 (b) y 3.15 (b)) en las tres condiciones de pH
seleccionadas. Los resultados obtenidos muestran, en todos los casos, la presencia de mas
de una especie emisora. Matematicamente, todos los decaimientos se describen, de manera
mas adecuada, mediante ajustes tri-exponenciales. Esto indica la presencia de al menos tres
procesos o especies (0 grupos de especies) emisoras, cada una con un tiempo de vida (z) de
~0,2, ~2'y ~8 ns, a los que denominaremos 7y, 72 Y 3, respectivamente.

Si bien presenta cierta dificultad asignar de manera inequivoca cuales son los
cromoforos intrinsecos de la proteina responsables de las emisiones detectadas,
ciertamente los distintos triptofanos localizados en entornos diferenciales juegan un rol
central (seccion 3.1.2). Este fendmeno ha sido explicado en términos de conformaciones
diferenciales que puede adoptar el Trp localizado en el entorno proteico. Sin embargo,
trabajos recientes indican que Trp en solucion muestra también un doble decaimiento,
como consecuencia de la existencia de un tautomero y/o una nueva especie emisora

generada desde el estado excitado del Trp.[18]
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Figura 3.13. ASB en buffer acetato (0,1M). (a) Espectros de emision (Lex. = 337 nm) y (b) decaimientos (Aexc
=341 nm; Zq4 = 425 nm). Las curvas azul, roja y verde representan el prompt, el decaimiento y el ajuste tri-
exponencial. Debajo la desviacion estandar entre los datos experimentales y el ajuste tri-exponencial.
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Figura 3.14. ASB en buffer fosfato (0,05M). (a) Espectros de emision (le. = 337 nm) y (b) decaimientos
(Zexc = 341 nm; Aqyo = 405 nm). Las curvas azul, roja y verde representan el prompt, el decaimiento y el ajuste
tri-exponencial. Debajo la desviacidn estandar entre los datos experimentales y el ajuste tri-exponencial.
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Figura 3.15. ASB en buffer borax (0,0125M). (a) Espectros de emision (dex. = 349 nm) y (b) decaimientos
(Aexc = 341 nm; Aquo = 427 nm). Las curvas azul, roja y verde representan el prompt, el decaimiento y el ajuste
tri-exponencial. Debajo la desviacidn estandar entre los datos experimentales y el ajuste tri-exponencial.

Sin dudas, la informacion presentada en los parrafos precedentes sera de utilidad
para el analisis de los datos obtenidos para los sistemas BC / ASB, dado que permitira
eliminar o descontar las contribuciones realizadas por la fluorescencia intrinseca de ASB y
asi obtener informacion propia de las interacciones intermoleculares en estudio. Asi
mismo, resulta de interés introducir, en esta instancia, un nuevo parametro que integre los
tres eventos dinamicos observados. Es asi que se define para la ASB el tiempo de vida
promedio, <zasg>, ponderado por la contribucién total de cada uno de los decaimientos
(Ecuacién 3.6). Estos valores, detallados en los correspondientes insertos de la Figuras
3.13 (b), 3.14 (b) y 3.15 (b) permitiran simplificar los calculos y deconvoluciones de las
sefiales o decaimientos observados en los estudios de interaccion fC / ASB.
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3.2.4.3. Seleccion del método adecuado de preparacion de las soluciones mezclas [C |

ASB.

En primer lugar, se realiz6 un experimento control con el objetivo de seleccionar un
procedimiento adecuado de preparacion de las mezclas BC / ASB, de manera de reducir al
minimo los potenciales errores en las determinaciones de las constantes. Para tal fin, se
prepararon soluciones en buffer de nHo y 2-Me-nHo. Como ejemplo representativo se usé
el buffer acetato (pH 4,9). Luego se evaluo, por fluorescencia en estado estacionario, el
efecto del agregado de cantidades crecientes de ASB. Este agregado de proteina se realizd
siguiendo dos procedimientos de mezclado diferentes:

(a) Método mezcla |1 (Mz 1) disefiado para reducir los errores en las determinaciones
debidos a los cambios relativos en la concentracion del fluor6foro como consecuencia de
los potenciales errores de dilucion. Se prepard un volumen inicial de solucion de BC en
buffer (solucion A). Esta solucion se fracciona en dos partes. Sobre una de ellas se disuelve
la méxima concentraciéon de ASB que se quiere analizar, obteniendo asi la que
denominaremos soluciéon B (BC + ASB). Las determinaciones fluorométricas se hacen
luego partiendo de la solucién A y agregando volumenes crecientes de solucion B, y de la
misma manera partiendo de la solucién B con el agregados sucesivos de solucion A.

(b) EI método mezcla Il (Mz 11) involucra la preparacion de soluciones independientes,
cada una de ellas en el buffer correspondiente, con el alcaloide a estudiar (BCs) a
concentracion constante y con concentraciones crecientes de ASB.

Los resultados se presentan en las Figuras 3.16 y 3.17, donde puede apreciarse que
para cada BC evaluada, ambos métodos de mezcla dieron los mismos resultados, dentro del
error experimental, tanto desde el punto de vista cualitativo (Figuras 3.16 y 3.17 (a) y (b))
como cuantitativo (Figuras 3.16 y 3.17 (c)). Esto nos permitio optar por Mz-1 como
metodologia de trabajo y definir asi una forma operativa mas sencilla y precisa desde el

punto de vista experimental.
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Figura 3.16. Espectros de emision de nHo en buffer acetato (0,1M, pH 4,9) registrados en funcién de
cantidades crecientes de ASB, usando los métodos de mezcla (a) Mz-1y (b) Mz-Il. (c) Representacion de

tipo Stern-Volmer de los datos obtenidos en (a) y (b).
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Figura 3.17. Espectros de emision de 2-Me-nHo en buffer acetato (0,1M, pH 4,9) registrados en funcién de
cantidades crecientes de ASB, usando los métodos de mezcla (a) Mz-1y (b) Mz-Il. (c) Representacion de

tipo Stern-Volmer de los datos obtenidos en (a) y (b).

3.2.4.4. Desactivacion de la fluorescencia de nHo y 2-Me-nHo por ASB: analisis

cualitativo mediante estudios en condiciones de estado estacionario

Para llevar adelante el estudio de la interaccién, propiamente dicho, se registraron
los espectros de fluorescencia de nHo y 2-Me-nHo en presencia de cantidades crecientes
de ASB, utilizando el método de mezcla Mz-I (Figuras 3.18 y 3.19, respectivamente).
Desde el punto de vista cualitativo, estos datos concuerdan con los resultados obtenidos
por espectroscopia de absorcion UV-visible (seccién 3.2.2). A continuacion se detallan los
principales comportamientos generales observados:

(@) En las tres condiciones de pH estudiadas, los espectros de emision corregidos por la
absorcion propia de la proteina (Ecuacion 3.2, seccion 3.4.4) muestran cambios en su
forma e intensidad como consecuencia del incremento en la concentracion de ASB. Sin
descartar la existencia de los procesos de interaccion entre BCs y ASB desde sus estados Sy
(seccion 3.2.2), el hecho aqui descripto pone de manifiesto la presencia de interaccion/es
entre los correspondientes estados electrénicos excitados S; de cada una de las especies

acido-base de las BCs estudiadas con ASB.
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(b) Se observan dos perfiles espectroscopicos diferenciales, dependiendo de la estructura
quimica de la BC ensayada:

(i) 2-Me-nHo, forma cationica que no presenta grupos ionizables en el rango de pH
analizado, muestra un comportamiento espectroscopico dependiente de las condiciones del
medio. En soluciones buffers de acetato y bérax, el incremento en la concentracion de ASB
induce una disminucion en la intensidad de la Unica banda de emision detectada, centrada
en ~450 nm, correspondiente al *[BC-CH5']* (Figuras 3.19 (a) y (c)). Por el contrario, los
ensayos realizados en solucién buffer fosfato, muestran el comportamiento inverso: el
incremento en la [ASB] induce un aumento en la intensidad total de emision de la banda
analizada (Figura 3.19 (b)).

El comportamiento descripto en el parrafo anterior es, aunque no exclusivo, propio
de un tipo de interaccion entre el fluor6foro y el quencher que da lugar a la formacién de
un complejo emisor (ver seccion 3.2.4.5). Por lo tanto, en los casos en los que el complejo
formado presente un rendimiento cuantico de emision fluorescente (@) menor al del
reactivo fluordforo, el comportamiento global de interaccion dara lugar al perfil descripto
para las soluciones en buffers acetato y bérax. Por el contrario, si el complejo formado
presenta un @ mayor al del fluoréforo reactivo, en el solvente inicial, entonces tendra
lugar el comportamiento observado en buffer fosfato.

Basados en la hipotesis 0 modelo de interaccion sugerido en la seccion 3.2.2 que
propone la localizacion de las BCs catidnicas en el sitio hidrofilico de la proteina (Esquema
3.3), este sitio puede brindar un entorno de caracteristicas tales que el fluoréforo emita
pero, l6gicamente, con una eficiencia (@r) diferente a la de esta misma especie en el seno
de la solucion (varia el grado de movilidad del fluoréforo considerablemente). En este
punto, teniendo en mente los resultados presentados en las Figuras 3.10 a 3.12, donde se
establece que el idn fosfato es la especie que induce la mayor desactivacion del 2-Me-nHo
en solucién, comparado con las sales acetato y borax, se puede estimar que el valor de @¢
en el entorno proteico esperado deber estar comprendido entre 0,20 < @ < 0,32,

En todas las condiciones de pH, la posicion del maximo de emisién permanece
inalterada a lo largo de todo el rango de concentraciones de ASB analizado, y tampoco se
observa la formacion de bandas emisoras adicionales (Figura 3.19). Estos hechos son
coherentes con la emision de 2-Me-nHo en un entorno polar con menor concentracion

relativa de quencher (acetato, fosfato y/o borax).
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(i) EI perfil espectral observado para nHo es fuertemente dependiente del pH del medio y
de la longitud de onda de excitacion (zona | o Il definidas en la seccién 3.2.2).
Brevemente, en aquellas condiciones de pH en las cuales la especie nHoH™ esta presente en
el medio (pH 4,8 y 7,4), la excitacion de la mezcla BC / ASB en la zona | del espectro da
lugar a la aparicién de una Unica banda de emision centrada en ~450 nm, tipica de la
especie ‘[nHoH']*, cuya intensidad se vuelve menor al incrementar la concentracion de
ASB (Figura 3.18 (a)). La observacion de esta Gnica banda de emision es, en cierta forma,
predecible dado que nHoH" es la Unica especie presente en las soluciones capaz de
absorber la radiacion incidente en esa region del espectro electromagnético (zona ).

Por el contrario, cuando la longitud de onda de excitacion seleccionada pertenece a
la zona 11, donde ambas especies acido-base de nHo estan presentes como consecuencia de
la alcalinidad del medio (pH 7,4 0 9,5) o inducido por el incremento en la concentracion de
ASB (Figura 3.4), se detectan dos bandas emisoras: la primera centrada en ~380 nm, cuya
intensidad presenta una relacion de proporcionalidad directa con la concentracion de ASB
y otra banda, centrada en ~450 nm, con una relacién de proporcionalidad inversa en
relacién a la [ASB] (Figura 3.18 (b) y (c)). Consecuentemente, el agregado de ASB induce
la formacién de la especie emisora a ~380 nm y el consumo o desaparicion de la especie
que emite en ~450 nm. Tal como se describi6 en el Capitulo 2, las especies responsables de
dicha emision son ‘[nHoN]* y *[nHoH*]*, respectivamente.

Es clave volver a destacar que el fendmeno descripto en el parrafo anterior se
observa aun en condiciones acidas de pH, tal como se muestra en los insertos de la Figura
3.18 (a). Estos resultados confirman la hip6tesis planteada en la seccidn 3.2.2 que sugiere
que, independientemente del pH del medio, ASB induce la formacién de nHoN, como
consecuencia del desplazamiento del equilibrio acido-base caracteristico de las BCs no
sustituidas en N-2, al ofrecer un entorno (sitio hidrofobico béasico) diferente al del seno de
la solucion.

(c) En los parrafos anteriores se indicd que, en los experimentos realizados con nHo en
medio &cido, la emisién en ~380 nm debida a la especie *[nHoN]* solo se observa cuando
la mezcla nHoH™ / ASB es excitada en la zona Il del espectro (region donde absorbe la
especie nHoN que se forma como consecuencia del agregado de ASB). Este hecho indica
que esta especie emisora, ‘[nHoN]*, detectada en los espectros en la regioén ~380 nm, no se
estarfa generando a partir de la especie *[nHoH*]* libre en solucién, como consecuencia de
participar en procesos transferencia de protones con ASB. Por el contrario, la especie
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[nHoN]* se formaria desde el estado electrénico fundamental de la especie nHoN en un
entorno aproético (hidrofébico o con caracter basico).

(d) Mas adn, el hecho de que en estas soluciones acuosas en presencia de ASB se observe
la banda de emision en ~380 nm (cuando se excita en la zona Il del espectro en todo el
rango de pH analizado), indica que al interaccionar con ASB el entorno de la molécula de
nHoN debe ser hidrofobico. De lo contrario, deberia observarse la rapida protonacion de la
especie *[nHoN]* (formada luego de la absorcién de la radiacién por parte de nHoN) tipico

de estos compuestos en soluciones acuosas.[28]
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Figura 3.18. Columna izquierda: Espectros de emision de fluorescencia de soluciones de nHo (25 pM) en
presencia de cantidades crecientes de ASB, obtenidos en las diferentes condiciones de pH: (a) buffer acetato
pH 4,9, Jexe = 370 nm. Inserto: buffer acetato pH 4,8, e = 337 nm), (b) buffer fosfato pH 7,4; Aex. = 349 nm
y (c) buffer bérax pH 9,5; Aex. = 349 nm. Las concentraciones limites de ASB (M) se indican en cada gréfico.
Columna derecha: Variacion de la intensidad de fluorescencia del nHo en funcion de la [ASB].
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Figura 3.19. Columna izquierda: Espectros de emision de fluorescencia de soluciones de 2-Me-nHo (25 pM,
Jexc = 374 nm) en presencia de cantidades crecientes de ASB, obtenidos en las diferentes condiciones de pH:
(a) buffer acetato pH 4,8, (b) buffer fosfato pH 7,4 y (c) buffer borax 9,5. Las concentraciones limites de
ASB (M) se indican en cada gréfico. Insertos: Espectros de emision normalizados. Columna derecha:
Variacion de la intensidad de fluorescencia del nHo en funcion de la [ASB].
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3.2.4.5. Desactivacion de la fluorescencia de nHo y 2-Me-nHo por ASB: analisis

cualitativo mediante estudios con técnicas resueltas en el tiempo.

De manera complementaria, se realizaron estudios empleando teécnicas de
fluorescencia resueltas en el tiempo, medido a traves de la técnica TCSPC (seccion 3.4.4).
Tipicamente, se registraron los decaimientos de fluorescencia de nHo y 2-Me-nHo en
presencia de cantidades crecientes de ASB (Figuras 3.20 — 3.22 y 3.23 — 3.25,
respectivamente). Las mezclas se realizaron adoptando el método Mz-I. En todos los casos,
los decaimientos se obtuvieron excitando las soluciones con un nano-LED (341 nm) y
registrando la emisién en cada uno de los maximos de emision descriptos en 3.2.4.1.

Cabe aclarar que, dada la complejidad de los decaimientos y, en muchos casos,
debido a la muy baja contribucion relativa de algunas de las especies observadas, fue
necesario recurrir al ajuste matematico de los decaimientos fijando, como condicion de
ajuste, un valor definido para la contribucién debida a la fluorescencia intrinseca de ASB

estimada en la seccion 3.2.4.2 (<tasg™> = 1 ns, Figuras 3.13 a 3.15).
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Figura 3.20. (a) Decaimientos de la emision fluorescente y sus respectivos ajustes tetra-exponenciales en
funcion del tiempo de soluciones de nHo (30 uM) en presencia de ASB en buffer acetato de pH 4,9 (Jexe =
341 nm). En la columna izquierda y derecha se muestran los resultados registrados Aq,, = 380 y 450 nm,
respectivamente. Las concentraciones limites de ASB (M) se indican en cada gréafico. (b) Variacion de los
tiempos de vida de fluorescencia del nHo vs. [ASB] observados en (a).
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Figura 3.21. (a) Decaimientos de la emision fluorescente y sus respectivos ajustes tetra-exponenciales en
funcién del tiempo de soluciones de nHo (30 uM) en presencia de ASB en buffer fosfato de pH 7,4 (Jexc =
341 nm). En la columna izquierda y derecha se muestran los resultados registrados Aq,, = 380 y 450 nm,
respectivamente. Las concentraciones limites de ASB (M) se indican en cada grafico. (b) Variacion de los
tiempos de vida de fluorescencia del nHo vs. [ASB] observados en (a).
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Figura 3.22. (a) Decaimientos de la emision fluorescente y sus respectivos ajustes tetra-exponenciales en
funcion del tiempo de soluciones de nHo (30 uM) en presencia de ASB en buffer borax de pH 9,5 (Lex. = 341
nm). En la columna izquierda y derecha se muestran los resultados registrados Aq,, = 380 y 450 nm,
respectivamente. Las concentraciones limites de ASB (M) se indican en cada gréfico. (b) Variacion de los
tiempos de vida de fluorescencia del nHo vs. [ASB] observados en (a).
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Figura 3.23. (a) Decaimientos de la emisién fluorescente y sus respectivos ajustes tri-exponenciales en
funcion del tiempo de soluciones de 2-Me-nHo (25 uM) en presencia de ASB en buffer acetato de pH 4,8
(Aexec = 341 nm, An = 454 nm). Las concentraciones limites de ASB (M) se indican en cada gréafico. (b)
Variacién de los tiempos de vida de fluorescencia del 2-Me-nHo vs. [ASB] observados en (a).
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Figura 3.24. (a) Decaimientos de la emisién fluorescente y sus respectivos ajustes tri-exponenciales en
funcién del tiempo de soluciones de 2-Me-nHo (25 uM) en presencia de ASB en buffer fosfato de pH 7,4
(Aexec = 341 nm, Aqy0 = 454 nm). Las concentraciones limites de ASB (M) se indican en cada gréfico. (b)
Variacién de los tiempos de vida de fluorescencia del 2-Me-nHo vs. [ASB] observados en (a).
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Figura 3.25. (a) Decaimientos de la emisién fluorescente y sus respectivos ajustes tri-exponenciales en
funcion del tiempo de soluciones de 2-Me-nHo (25 uM) en presencia de ASB en buffer bérax de pH 9,5 (exc
=341 nm, Aqy = 450 nm). Las concentraciones limites de ASB (M) se indican en cada grafico. (b) Variacion
de los tiempos de vida de fluorescencia del 2-Me-nHo vs. [ASB] observados en (a).
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En términos generales, el comportamiento dinamico una vez mas, muestra para

cada BC ensayada un comportamiento cuali- y cuantitativo diferente:
(a) En todas las condiciones experimentales, 2-Me-nHo mostré en su condicion inicial
([ASB] = 0 uM) decaimientos mono-exponenciales tal como se mostro en las Figuras 3.10
a 3.12. Sin embargo, el agregado de cantidades crecientes de ASB dio lugar a decaimientos
que fueron ajustados adecuadamente a través de ecuaciones tri-exponenciales. Por lo tanto,
ademas del decaimiento intrinseco de ASB, se observan dos especies emisoras adicionales.
En base a los resultados presentados en las secciones 3.2.2 y 3.2.3, donde se indica la
formacion de un complejo en estado fundamental, las dos especies emisoras detectadas se
asignan al complejo emisor [2-Me-nH0.ASB] y al 2-Me-nHo. Teniendo en cuenta que, en
los espectros de emisién solo se detectd una Unica banda centrada en ~450 nm (Figura
3.19), se concluye que ambas especies emisoras detectadas con las técnicas dindmicas
tendrian méximos de emision centrados en ~450 nm. Esto es coherente con el
comportamiento espectroscépico observado para el sistema 2-Me-nHo / ASB en las
Figuras 3.3 y 3.19.

Los valores de r observados para cada especie presentan un comportamiento
diferente con respecto a la concentracion de ASB. Concretamente, el zjp-me-nHo.Ase] €S
independiente de la [ASB], conservando un mismo valor en todo el rango de concentracion
evaluado, hecho que da cuenta de una contribucion fuertemente estatica a la interaccion de
BC con la proteina. Esta observacion es coherente con la suposicion realizada
anteriormente que sugiere la localizacion del fluoréforo, BC, en un sitio o bolsillo proteico
especifico, que le proporcione un micro-entorno invariante o aislado, en relacion a un
quencher externo (presente en la solucién y cuya concentracion se varia) de alto peso
molecular, representado por ASB. Sin embargo, el valor de zjo-me-nHo.ase] Si depende del pH
del medio o del buffer presente (~13 ns, ~6 ns y ~8 ns, a pH 49, 74 y 9,5,
respectivamente). Consecuentemente, BC esta censando las condiciones del medio. Por lo
tanto, el sitio de localizacion de BC debe, ademas, un sitio polar e hidrofilico conformado
por residuos que presenten diferente grado de ionizacion, dependiendo del pH del entorno.
Por el contrario, la especie 2-Me-nHo libre mostr6 una desactivacion dinamica muy
efectiva de 72-me-nHo fuertemente dependiente de la [ASB] (seccion 3.2.4.6).

Cabe aclarar que la proporcion relativa de estas especies es fuertemente
dependiente de la concentracion de ASB. A bajas concentraciones de ASB ([ASB] < 10

uM) la especie predominante es 2-Me-nHo, y rapidamente se invierte esta relacion a partir
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de valores de [ASB] > 30-50 uM, donde la especie dominante es [2-Me-nHo0.ASB]. Esto se
pone de manifiesto con los datos representados en las Figuras 3.23 (b), 3.24 (b) y 3.25 (b),
obtenidos a partir de un ajuste tri-exponencial de los datos. Asi, aunque con mayor error
estadistico debido al tipo de ajuste definido, ademas de la componente propia de la
fluorescencia intrinseca de ASB, se obtiene un segundo tiempo de vida que integra la
contribucion de 2-Me-nHo y de [2-Me-nH0.ASB]. ESte 75-me-nHo + [2-Me-nHo.AsB] SE€ representa
con triangulos obtenidos a partir de los ajustes tri-exponenciales (z[2-me-nHo.As8])-

Los resultados aqui descriptos permiten proponer el siguiente esquema (Esquema
3.4) que resume los procesos fotofisicos que tienen lugar debido a la interaccion de 2-Me-
nHo, desde Sp y S;, con ASB:

%
o
[BC-CH,*.ASB]* [BC-CH,]™*
A A
\hv‘~450nm hv<~450 nm
1~13 ns (acetato) t=13,6 ns (acetato)
7~6 ns (fosfato) t=5,8 ns (fosfato)
1~8 ns (borax) 1=28,9 ns (bdrax)
hv +ASB hv

[BC-CH,*ASB] K  [BC-CH,]*

Esquema 3.4. Procesos fisicoquimicos involucrados en el sistema 2-Me-nHo / ASB, en todo el rango de pH
analizado (4,8 < pH < 9,5).

(b) Por su parte, nHo mostr6 un comportamiento claramente distintivo con respecto al
descripto en (a) para 2-Me-nHo. En todas las condiciones de pH Yy Asiyo (380 nm y 450 nm)
analizadas se observaron decaimientos multiples que se ajustaron, satisfactoriamente, a
través de funciones tri- o tetra-exponenciales (Figura 3.20 — 3.22), dependiendo de las
condiciones experimentales (pH y [ASB]). Este hecho indica la presencia de varias
especies emisoras que, como se describird a continuacion, fueron asignadas a las siguientes
especies quimicas: ASB (debido a su fluorescencia intrinseca), BCH" libre en solucién o
interactuando con la proteina ([BCH".ASB]), BCN libre en solucion o interactuando con la
proteina ([BCN.ASB]), segun corresponda. Para comprender en detalle las distintas
especies involucradas y los diferentes procesos en los que participarian, es necesario
realizar un andlisis detallado para cada condicion (ver debajo).

Cabe recordar que, en el intervalo de pH comprendido entre 2 y 13, nHo presenta

un equilibrio &cido-base con un pK, de 7,2. Por lo tanto, el pH del medio definira, al menos
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en las condiciones iniciales del experimento, las especies acido-base de nHo presentes en
la solucidn. Por otra parte, y tal como se describi6 en el apartado (a) de esta seccion y en la
seccion 3.2.2, el agregado de ASB induce la formacion de las especies [BCH'.ASB] y
[BCN.ASB], cuyas concentraciones relativas dependeran de la [ASB].

A continuacion se presenta el analisis detallado de los decaimientos observados en
cada una de las 3 condiciones de pH definidas (4,9, 7,4 y 9,5), definiendo para cada caso,
ademas, una condicién de baja concentracion de ASB y otra de alta concentracion:

(i) Experimentos a pH 4,9:

Antes de comenzar el andlisis vale recordar que, en estas condiciones de pH y
previamente al agregado de ASB, la especie protonada, nHoH", es la especie acido-base
del nHo que predomina en solucion (> 99,9 %). Sin embargo, el agregado de ASB induce
la formacién de una especie con una marcada absorcion en la denominada zona Il del
espectro, que fue oportunamente asignada a la especie [nHON.ASB]. Esta especie es,
ademas, una especie emisora, tal como lo demuestran los espectros de emision registrados
en la Figura 3.18 (a). Consecuentemente, dado que los decaimientos fueron obtenidos
excitando las muestras en la zona Il del espectro (lexe = 341 nm), las especies que
realizaran su contribucion a los decaimientos son nHoH", [nHoH".ASB] y/o [nHON.ASB].
La magnitud relativa de cada contribucion serd dependiente de la condiciones de analisis
(Ao = 380 nm 0 450 nm). Brevemente, a 380 nm, la especie [NnHoN.ASB] hara su mayor
contribucion, aungue en algunos casos, a pesar de su muy baja emision fluorescente en esta
region del espectro, se pudieron detectar las especies cationicas nHoH" y/o [nHoH". ASB].
Por el contrario, en los decaimientos registrados a 450 nm, serén las especies cationicas
quienes contribuyan de manera mayoritaria a la sefial detectada, con una débil contribucion
de la especie [nHON.ASB].

Los decaimientos registrados en Amy ~380 nm fueron ajustados, de manera
adecuada, mediante una ecuacion tetra-exponencial. De esta forma, ademas, del
componente correspondiente a ASB, se detecto la presencia de tres especies adicionales
gue mostraron contribuciones relativas variables segun la [ASB]. La especie con mayor
contribucion observada a bajas [ASB] (< 10 uM) fue asignada a la especie nHoH", ya que
mostré un valor inicial de z,4on+ de ~16 ns, coincidente con el valor indicado para esta
especie en buffer acetato. Esta especie es dinamicamente desactivada a medida que
aumenta la [ASB] (seccion 3.2.4.6). Por el contrario, la contribucion de las dos

componentes restantes se hizo més evidente a mayores [ASB]. Entre ellas, la componente
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de mayor contribucion mostré un valor de r de ~4,5 ns, mientras que la otra presentd un
valor cercano a 13 ns. Dentro del error experimental, los valores de z registrados en ambos
casos fueron invariantes con respecto a la [ASB]. Este ultimo hecho es coherente con la
hipétesis de localizacion en entornos definidos de los fluoroforos: [nHoN.ASB] en el sitio
hidrofébico y [nHoH".ASB] en un sitio polar de la proteina.

Cabe destacar que el valor de z observado para la componente minoritaria (~13 ns)
es igual, dentro del error experimental, al valor de z detectado para la especie [2-Me-
nHo.ASB] que, en el mismo buffer analizado, presentd un valor de zz-me-nHo.Asg] ~13 NS
(Figura 3.20 (b)). Consecuentemente, es l6gico asignar esta componente observada en el
sistema nHo / ASB a pH 4,9 a la especie debida a la interaccion [nHoH".ASB]. Por su
parte, la componente con mayor contribucion al decaimiento total, con z ~4,5 ns, fue
asignada al complejo de interaccion [nHoN.ASB], quien muestra una mayor emision en la
longitud de onda de andlisis (380 nm).

Los decaimientos registrados a Afy 450 nm también mostraron un ajuste mas
adecuado a traves de una ecuacion tetra-exponencial, confirmando la presencia de tres
especies emisoras, ademas de ASB, sugeridas en el parrafo anterior. Sin embargo, los
valores de 7 obtenidos a partir de dicho ajuste carecen de sentido fisico para algunas de las
especies asignadas. Muy probablemente, esto se deba a la gran similitud que presentan
nHoH" y [nHoH".ASB] desde el punto de vista espectroscopico (presentan su maximo
emisién alrededor de los 450 nm) y fotofisico (ambas muestran valores de = muy similares,
~16 ns y ~13 ns, respectivamente) que impide resolver, matematicamente, las
contribuciones a los decaimientos aportadas por las especies catidnicas. Dada la
complejidad del sistema, la similitud en los ¢ de nHoH" y [nHoH".ASB], y la baja
contribucion a la emision total aportada por la especie [nHON.ASB] en esta regién del
espectro, debid recurrirse al ajuste tri-exponencial fijando como condicion inicial los
valores de <zasg> Y 7[nHon.ase]- EN este tltimo caso se usé el valor de 4,5 ns, obtenido en el
analisis a 380 nm, donde esta especie tiene una contribucién predominante. Los datos,
presentados en la Figura 3.20 (b) (columna derecha), muestran una disminucién en el valor
global de 7 (asignado a nHoH" + [nHoH".ASB]). Inicialmente, se observa una fuerte
contribucion de nHoH" ya que el valor de z global observado inicialmente es similar al
tiempo de vida caracteristico de esta especie (znnon+) registrado en solucion buffer acetato
de ~16 ns (Figura 3.7). A medida que se incrementa la concentracion de ASB, la
contribucion de [nHoH™.ASB] se hace dominante, alcanzando un  final de ~13 ns. Lo que
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indica una contribucion total de esta Ultima especie al decaimiento total, en estas
condiciones.

El Esquema 3.5 resume los procesos fotofisicos que, en base a la informacién
presentada hasta aqui, tienen lugar debido a la interaccion de nHo (tanto en su estado S
como en S;) con ASB. Tal como puede apreciarse, los procesos que involucran a las
especies catidnicas son coincidentes con los procesos propuestos para el caso de 2-Me-nHo
discutido anteriormente. En este caso, las BCs que no presenten sustitucion en la posicion
N-2, dan lugar a la presencia de procesos adicionales que involucran la desprotonacion,
con la consecuente interaccion de la especie neutra de la BC (BCN) y ASB. Cabe recordar
que, en condiciones de pH &cido, la especie neutra libre en solucién no existe como tal v,
por lo tanto, su formacion solo es inducida por la presencia de ASB, generando lo que
hemos denominado como [BCN.ASB].

ROMES
[BCH*.ASB]* [BCH*T* [BCN.ASB]*
1 3 .
hv¢~450 nm H%th‘~450nm LH\‘1Nhl/‘~380nm
t~13ns 1~16 ns t~4,5ns
hv 1 AsB v +asB hv
[BCH*.ASB] Xa BCH* Kz [BCN.ASB]

Esquema 3.5. Procesos fisicoquimicos involucrados en el sistema nHo / ASB, en condiciones de pH 4,8.

(i) Experimentos a pH 7,4:

Es importante recordar que, en estas condiciones de pH, ambas formas acido-base
de nHo (nHoH" y nHoN) coexisten en solucién, previamente al agregado de ASB.
Consecuentemente, dado que los decaimientos fueron obtenidos excitando las muestras en
la zona Il del espectro (Zexc = 341 nm), ambas especies realizaran su contribucion a los
decaimientos. Tal como se indic6 anteriormente, el caracter de esta contribucién dependera
de la condiciones de analisis (Afu = 380 0 450 nm). En esta caso, a 380 nm, las especies
nHoN y/o [nHoN.ASB] haran su mayor contribucion, aunque en algunos casos, a pesar de
su muy baja emision fluorescente en esta region del espectro, también podran detectarse las
especies catidnicas. Por el contrario, en los decaimientos registrados a 450 nm, seran las
especies cationicas (nHoH" y/o [nHoH".ASB]) quienes contribuyan de manera mayoritaria

a la sefial detectada.
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Tal como es de esperar, debido a las condiciones iniciales de pH, los decaimientos
registrados a 380 nm mostraron la presencia de una emision inicial correspondiente a
especie nHoN libre, que mostro un z,yon inicial de ~0,2 ns propio de esta especie en
solucion buffer fosfato (Figura 3.8). nHoN mostré una desactivacién dinamica muy
eficiente con el incremento en la [ASB]. Ademas la presencia de ASB dio lugar a la
formacion de una segunda componente emisora, con un valor de 7 ~4,3 ns. En base a los
resultados obtenidos en los experimentos en medio acido, esta componente se asigné a la
especie [NnHON.ASB]. Cabe aclarar aqui, que el valor de tjnHon.ase) Obtenido a pH 7,4 es
igual, dentro del error experimental al observado en los experimentos realizados a pH 4,9
(~4,5 ns). Este hecho estd de acuerdo con que la especie emisora esta localizada en un
entorno aislado o independiente del medio o seno de la solucion (sitio hidrofébico).
Ademas, se observa, con una contribucion significativamente menor, una componente
adicional con 7 ~15 ns, que corresponden a las especies nHoH" y/o [nHoH".ASB] (ver
parrafo siguiente).

Al igual que a pH 4,9, los decaimientos registrados con Aqyo a 450 nm fueron de
tipo tetra-exponencial. Sin embargo, para obtener ajustes ldgicos desde el punto de vista
fisicoquimico, debi6é recurrirse al uso de ecuaciones tri-exponenciales fijando, como
condicion inicial, los valores de <tasg> Y 7nHon.ase] (Obtenido en el analisis a 380 nm). Se
resolvio fijar taHon.ase) dada su muy baja contribucion a la emision total observada a 450
nm, hecho que introduce dificultades en la resolucion matematica de los ajustes. Estos
resultados, presentados en la Figura 3.21 (b) (columna derecha), muestran una dependencia
clara del valor global de 7 (asignado a nHoH" + [nHoH".ASB]) con la [ASB]. Dada la
similitud entre estas dos especies mencionada, no fue posible desacoplar la contribucién de
cada una de ellas. Independientemente de esto, se observa una tendencia similar a la
descripta en los experimentos a pH 4,9. Es decir, el sistema evoluciona desde una
condicion donde las especies estdn completamente libres, hacia una condicion donde estan
completamente ligadas a la proteina. En este caso, se observa que, a medida que aumenta
la [ASB], el sistema evoluciona desde un valor de 7 global (znHoH+ + [nHoH+.AsB]) d€ ~5 ns
hacia un valor de ~11 ns.

El valor detectado al inicio del ensayo ([ASB] = 0 uM) coincide con zpHoH+
determinado para la especie nHoH" en soluciones de buffers fosfato (Figura 3.8), con lo
cual, la primera de las componentes se puede asignar a la especie nHoH™. Por su parte, en

las méaximas concentraciones de ASB analizadas, ¢ alcanza un valor similar al detectado
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para la especie cationica nHoH" unida a la proteina [nHoH".ASB] a pH 4,9 (~13 ns).
Consecuentemente, la componente de ~11 ns puede asignarse al complejo de interaccion
[nHoH".ASB] formado a pH 7,4. Esta pequefia diferencia observada con el pH es, ademas,
coherente con la hipotesis que indica que [nHoH".ASB] esta localizado en un sitio
hidrofilico, capaz de censar pequefios cambios en las condiciones del medio.

Todas las especies y procesos detectados en esta condicion de pH se resumen en el

Esquema 3.6:
® >
<Po o s o
[BCH*.ASB]* [BCH*]* K* [BCN]* [BCN.ASB]*
A A - A
hv*~450 nm hv*~450 nm hv ¢ ~380 nm hv*~380 nm
t~11ns T~5ns t~0,3 ns t~4,5ns
hv +ASB hv K, hv L ASB hv
[BCH*.ASB] K BCH* BCN Ks:  [BCN.ASB]

Esquema 3.6. Procesos fisicoquimicos involucrados en el sistema nHo / ASB, en condiciones de pH 7,4.

(i) Experimentos a pH 9,5:

En las condiciones previas al agregado de ASB, la especie neutra (nHoN) es la
especie acido-base del nHo que predomina (> 99,9 %) en solucion, en el estado electrénico
fundamental. Sin embargo, cabe recordar que en soluciones acuosas, bajo excitacion
electronica, una fraccion importante de moléculas de nHoN en su estado S; se protona
rapidamente, por intercambio protonico con el medio (solvente), para dar lugar a la
formacién de [nHoH']* (Capitulo 1). Consecuentemente, debido a esta propiedad
intrinseca de las BCs, aun en condiciones alcalinas (pH 9,5), coexisten ambas especies
excitadas *[nHoN]* y *[nHoH*]*. Estas especies, tienen sus maximos de emision centrados
en ~380 nm y 450 nm, respectivamente.

El comportamiento dinamico de nHoN en solucion buffer borax, analizado a 380
nm, muestra decaimientos bi-exponenciales con tiempos de vida de fluorescencia, z, de
~0,2 y 8 ns, para “[nHoN]* y ‘[nHoH"]*, respectivamente. El agregado de ASB induce la
formacion de nuevas especies emisoras, tal como lo demuestra su comportamiento multi-
exponencial (Figura 3.22 (b)). En particular, los decaimientos ajustan adecuadamente con

funciones tetra-exponenciales, dos de ellas con una contribucion relativa mayoritaria. En
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base a los estudios de absorcion UV-visible se determind que, en el estado fundamental,
nHoN forma el complejo de interaccion [nHON.ASB]. Consecuentemente, las
componentes de emision observadas en los decaimientos fueron asignadas a [nHoN.ASB]
(~4 ns). A bajas concentraciones de ASB (< 30 uM), se observa una especie con un 7
inicial de ~0,25 ns, propia de nHoN, la cual se desactiva dindmicamente de manera
efectiva (seccion 3.2.4.6). Por ultimo, se detecta una tercera especie que, a 380 nm,
contribuye de manera muy poco significativa pero que muestra un comportamiento
dependiente de la [ASB]. Esta componente fue asignada a la especie nHoH" (ver parrafo
siguiente).

Los decaimientos registrados a 450 nm también mostraron un comportamiento
tetra-exponencial, con una componente de emision mayoritaria que presentd un z inicial de
~8 ns y su valor fue aumentando con el agregado de ASB, convergiendo en un z final de
~11 ns. En base al comportamiento descripto en las condiciones anteriores para nHo y 2-
Me-nHo, esta especie se pudo asignar una desactivacion dinamica de nHoH" para dar
[nHoH".ASB]. Asimismo, aunque en menor contribucion relativa, se observaron las
componentes previamente asignadas a nHoN y [nHON.ASB].

Todas las especies y procesos detectados en esta condicion de pH se resumen en el

Esquema 3.7:
x?’%% o X?f’% Loy
[BCH*ASB]* +asg [BCH'I*  k*  [BCN]* [BCN.ASB]*
I"‘h A
\ hv¢~450 nm \ hv¢~450 nm \hv‘~380nm hv¢~380 nm
t~11ns t~8ns t~0,2 ns t~4,5ns
hv + ASB hv

BCN k. [BCN.ASB]

Esquema 3.7. Procesos fisicoquimicos involucrados en el sistema nHo / ASB, en condiciones de pH 9,5.
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3.2.4.6. Desactivacion de la fluorescencia de nHo y 2-Me-nHo por ASB: analisis

cuantitativo.

Los datos presentados en las dos secciones precedentes fueron analizados
cuantitativamente (ver secciones 3.2.4.4 - 3.2.4.5). En particular, se realizaron las
representaciones tipicas de Stern-Volmer tanto para los datos obtenidos en los
experimentos de fluorescencia en estado estacionario, como para aquellos obtenidos en los
ensayos dindmicos. A continuacion se detallan las principales observaciones realizadas:

(a) Las Figuras 3.26 y 3.27 (columna izquierda) muestran las correspondientes
representaciones de Stern-Volmer lo/l vs [ASB] para los sistemas nHo / ASB y 2-Me-nHo /
ASB, respectivamente. Los diferentes valores de Ksy se listan en las Tablas 3.3 y 3.4. Los
resultados obtenidos muestran un comportamiento no lineal para los dos compuestos
estudiados, en todas las condiciones de pH ensayadas. Tal como se sugirié anteriormente,
este comportamiento concuerda con el perfil que presentan los sistemas con multiples
especies emisoras. En general, aunque se hace mas evidente para el caso de 2-Me-nHo, a
bajas [ASB] se observa una primera pendiente pronunciada con una Ksy ~10° M. Al
superar la concentracion critica dada por la estequiometria 1 a 1 con respecto a BC, se
observa otra zona lineal que muestra una pendiente marcadamente inferior a la anterior
(~10° M™). En base a los modelos planteados en las secciones previas, es l6gico interpretar
cada region de la curva como representativa de diferentes procesos: (i) a bajas [ASB]
predominaria la interaccion entre las especies libres 2-Me-nHo y ASB mientras que, por el
contrario, (ii) en condiciones de elevadas [ASB] la curva representaria, de manera integral,
los procesos en los que participa la BC en el entorno proteico (especie [2-Me-nHo.ASB]).

(b) La hipdtesis mencionada en el parrafo anterior es, también, avalada por la informacién
obtenida a partir de las representaciones de Stern-Volmer de los resultados obtenidos por
las técnicas dindamicas: (i) A bajas [ASB] las representaciones gréficas 7o/ vs [ASB]
obtenidas para las especies dominantes en solucion (nHoH™, nHoN o 2-Me-nHo, segun sea
el compuesto y la condicion de pH estudiada) muestra una clara desactivacion dinamica,
propia de la interaccion de las BCs, desde sus correspondientes estados S;, con ASB. (ii)
Por el contrario, la representacion grafica de los datos obtenidos para las especies emisoras
localizadas en el entorno proteico ([nHoH".ASB], [NHoN.ASB] o [2-Me-nHo.ASB], segtn

corresponda) muestran valores de Kp extremadamente bajos o nulos, confirmando la
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hipotesis que indica que estas especies ligadas muestran una fuerte interaccion
intermolecular con ASB puramente estética.

Un punto importante que vale la pena aclarar esta relacionado con los procesos que
tienen lugar en condiciones de baja [ASB]. Tal como lo indica la evidencia presentada
hasta aqui, los procesos fotofisicos centrales que deben jugar un rol relevante en estas
condiciones experimentales involucran la desactivacion dindmica de las especies libres
(nHoH", nHoN o 2-Me-nHo, segun sea el compuesto y la condicion de pH estudiada).
Consecuentemente, es de esperar que la pendiente inicial (Ksy*¥® [*B)) observada en los
graficos de Stern-Volmer de los datos colectados en los experimentos en estado
estacionario sean coincidentes con el valor de la correspondiente pendiente obtenida en los
ensayos dinamicos (Kp) para las especies libres. Sin embargo, esto se cumple solo en
algunos casos. Brevemente, para la mayoria de las especies y condiciones analizadas, los
valores de Kp son muy superiores a los valores de las correspondientes Kg, 42 4581,

Esta aparente inconsistencia puede ser explicada en base a los resultados dindmicos.
Cabe recordar que los valores de 7 estimados para las especies libres estan sujetos a un
gran error experimental: (i) por un lado, son valores extremadamente bajos (~107°-10™ s)
los cuales estdn muy proximos al limite de deteccién del equipo usado; (ii) por otro lado,
estos 7 fueron deconvolucionados a partir de decaimientos multi-exponenciales que, con el

agregado de ASB, su contribucidn relativa se hace cada vez menos relevante.
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Figura 3.26. Gréaficas de Stern-Volmer. Valores de I%1¢ (columna izquierda) y z="/z¢ (columna derecha) vs
[ASB] apH (a) 4,8, (b) 7,4 y (c) 9,5. En todos los casos se usé [nHo] = 30 uM.
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Figura 3.27. Gréficas de Stern-Volmer. Valores de 1:%I¢ (columna izquierda) y z="/z= (columna derecha) vs
[ASB] a pH (a) buffer acetato pH 4,8, (b) buffer fosfato pH 7,4 y (c) buffer bérax pH 9,5. En todos los casos
se us6 [2-Me-nHo] = 25 uM.
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Tabla 3.3. Constantes de interaccion nHo / ASB estimadas para cada una de las condiciones descriptas
en el texto. Ksy ¥ Kp corresponden a las pendientes de las representaciones de Stern-Volmer realizadas
a partir de los datos registrados en condiciones estacionarias y resueltas en el tiempo, respectivamente.

nHo
pH 4,8 pH 7,4 pH 9,5
Zona l: (0,4 +0,1) x 10° Zonal: (25+0,3)x 10"  Zonmal: (6,1+0,1)x 10
Zonall: (6,2+0,6)x 10°  Zonall: (7,4+0,9)x10*  Zonall: (8,7 +0,1) x 10*
Zonal: (0,5+0,1) x 10° Zonal: (8,4+0,2)x10* Zonal: 0

Condicion

KSV(bajas [ASB]) / M-l

KSV(aItas [ASB]) /M -1

Zonall: (3,9+0,9)x10°  Zonall: 0 Zona ll: 0
Koo Mt ~10%2 -(2,0+0,2) x10°?
Kp™oN /Mt (3+3)x10*" ~10°°
KpMHoH+ASBT f \pt (0,12 +0,01) x 10%* 0@
KD[nHoN.ASB] / M—l 0 b 0 b 0 b

@ Jiuo = 450 nm. ® Aqu0 = 380 NM

Tabla 3.4. Constantes de interaccion 2-Me-nHo / ASB estimadas para cada una de las condiciones
descriptas en el texto. Ksy ¥ Kp corresponden a las pendientes de las representaciones de Stern-Volmer
realizadas a partir de los datos registrados en condiciones estacionarias y resueltas en el tiempo,
respectivamente.

Condicié 2-Me-nHo
ondicion pH48 pH 7.4 pH95
Ky P TASED /(L (25+03)x10%? (0,24 +0,02) x 10° ® (20+0,2) x10°°
Ky s IASBD  \p (0,61 +0,01) x 10%® (0,07 £0,02) x 10° (0,67 +0,02) x 10% ®
KpZMenHo / ppt (3+3)x10°° ~10%° ~107 P
Kp2Me-nHoASBl g1 (0,24 +0,01) x 10°° 0° 0°

@ Jexe = 370 NM. Aoy = 341 M Y Agyo = 454 Nm.

3.3. Resumen y Conclusiones

Las BCs muestran una interaccion particular con ASB, fuertemente dependiente del
pH y de la estructura quimica del alcaloide. Pueden interaccionar con diferentes
sitios/dominios proteicos, cada uno de los cuales le confiere a la molécula de BC
interactuante un entorno caracteristico. En base al comportamiento diferencial, en términos
fotofisicos, que presentan estos alcaloides, los entornos mencionados pueden ser censados
y/o revelados espectroscépicamente.

Los resultados expuestos en este capitulo representan un aporte inicial, que sin
dudas, ayudara a comprender los procesos fisicoquimicos involucrados en su interaccion
con ASB sino que ademaés, proporcionan herramientas Utiles para el estudio de nuevas
proteinas permitiendo caracterizar los entornos o dominios propios que modulan sus

funciones proteicas.
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3.4. Metodologia experimental y anélisis de datos
3.4.1. Reactivos generales

(a) f-Carbolinas

norHarmano provisto por Sigma-Aldrich, con una pureza superior al 98 %, por lo
cual se utilizo sin posterior purificacion. N-metil derivados empleados: 2-Me-nHo, 9-
MenHo y 2,9-diMenHo, sintetizados y caracterizados previamente para este trabajo (ver
Capitulo 2, secciones 2.4.2 'y 2.4.3)
(b) Reactivos generales empleados

Albumina de suero bovino (ASB, libre de acidos grasos, Sigma), HCI, NaOH
(Merck), Na,B,0;.10H,0 (Sigma), KH,PO, (Biopack), y acetato de sodio, &cido acético
(Sigma-Aldrich).

3.4.2. Preparacion de soluciones

Para la preparacion de las soluciones buffers, inicialmente se prepararon soluciones
stock de cada uno de lo componentes, mediante el uso de técnicas analiticas generales.
Luego se mezclaron estas soluciones stock, segun el buffer y pH final desado, en las
proporciones indicadas en la siguiente tabla. Para los buffers fosfato y boérax, luego de
mezclar las soluciones stock se llevo a volumen final con agua calidad miliQ (Milli Q
Reagent Water System). Asimismo en la Tabla 3.5 se detallan las distintas fuerzas ionicas
calculadas que poseen cada uno de los buffers en los rangos de pH en que fueron
empleados. Posteriormente, los buffer 2X fueron diluidos a la mitad en el proceso de
preparacion de las soluciones empleadas para los ensayos de interaccion y también en la
caracterizacion fotofisica del pC y ASB.

Para la preparacion de las soluciones de ASB usadas a lo largo de este capitulo se
procedié a pesar una determinada masa ASB en balanza analitica, que luego se disolvio en
soluciones buffers, buffer / BC o H,O, segln el tipo de ensayo a realizar. Para obtener la
concentracion final de la proteina en solucién se emple6 espectroscopia UV-visible,
usando un valor de (278 nm) de (4,36 + 0,22) x 10° M*cm™, el cual fue obtenido como
promedio de por lo menos una docena de medidas realizadas en solucion acuosa. Para
dicho célculo se utilizé un valor de PM de 66430.[7] El valor de &(1) obtenido en esta Tesis

esta en acuerdo con los valores previamente publicados.[29]
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Tabla 3.5. Caracteristicas principales e informacion mas relevante sobre la preparacion de las diferentes
soluciones buffers utilizadas.

Buffer  pH s?c?ék [SOI} i;OCk] ag yeglé.\do VOI/' nliinal [bUf/r?\;I 2X] (b:flfer
_ _ / mi 1X)
40 Aégt':tgﬁgesffdoio 0 Tt 1000,0 0.2 0,035
Acetato 4,5 Aﬁgg:t‘;ﬁgéstg’doio 83 288:2 1000,0 0,2 0,041
50 pcotodesodio 02 aaso 1000 02 01
0 o 0 e 200,0 01 0126
Fostato 74 KN?(SSA 82 18000,’10 200,0 0,1 0,130
o KN?SSA 8:; 18030}‘70 200,0 0,1 0,134
v Yy 2000 0025 0067
Borax 9,5 NazB,jgngOHzo 06?25 1107%0 200,0 0,025 0,036
10,0 NazB,jgngOHzo 06?25 1306%0 200,0 0,025 0,020

Asimismo para las soluciones de PBCs en buffers, inicialmente se preparon
disolviendo una determinada masa del solido correspondiente en agua milliQ a pH ~4 (se
us6 HCI para acidificar el medio), con el fin de lograr una mayor solubilidad (seccion
2.4.4.1) y, generalmente, a una concentracion dos veces mas concentrada (2X) que la
requerida para cada ensayo. Una vez obtenida la solucion stock de BC en agua, se procedio
a mezclar en la proporcién adecuada con el buffer 2X de trabajo (Tabla 3.5). En los caso
donde la concentracion de la solucion stock de BC es mayor a dos veces a la deseada
(frecuentemente en los ensayos de emisién de fluorescencia), se calculo previamente el
volumen de agua que debid agregarse para obtener finalmente la mezcla BC / buffer (ambas
con la concentracion final deseada). Finalmente todas las concentraciones de BCs en
solucion fueron determinadas por espectrofotometria de absorcion UV-visible, y
determinados sus pH finales mediante un pH-metro ALTRONIX® TPX-III, el cual
previamente se calibro utilizando soluciones amortiguadoras (buffers) comerciales de pH
4,00, 7,00 y 10,00.

Como se indico en la seccion 3.2.4.3 para los ensayos de interaccion se propusieron
dos metodologias de mezclado (Mz | y Mz Il), y con las cuales se obtienen el mismo

resultado experimental.
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3.4.3. Titulacion por espectroscopia de absorcién UV-visible

La interaccion del nHo y sus N-metil derivados con la ASB se estudié por
espectroscopia de absorcién UV-visible. En particular, se registraron los espectros de
absorcion de soluciones de BCs en presencia de cantidades crecientes de ASB. Las
determinaciones se realizaron usando un espectrofotometro Perkin-Elmer A25 (Capitulo 2,
seccion 2.4.4.2), en celdas de cuarzo de 1 cm x 1 cm de camino Optico y en condiciones de
temperatura ambiente. Las constantes de asociacion (Kg) fueron estimadas utilizando la
ecuacion de Benesi-Hildebrand (Ecuacion 3.1):[30]

1 1 1 1
= + * 3 1
AA  (e(D)pe.assr —e@)pe) [BClo Ko (e(4) )ipc.ase —e(A)pe) [BClo  [ASB]o ¢

donde &(2)ipc.ase) Y €(4)pc son los coeficientes de absorcion molar del complejo formado
por BC y ASB ([BC.ASB]) y de la BC libre, respectivamente, a la longitud de onda de
titulacion; AA es el cambio en la absorbancia a una concentracion de proteina agregada
[ASB]o, relativo a la absorbancia de la BC totalmente libre ([ASB]o = 0 M) a esa misma
longitud de onda. Cabe destacar que los valores de Kg presentados en este capitulo, son
resultado de un promedio de valores de constantes obtenidas para, al menos, 10 longitudes
de onda diferentes.

El limite de [ASB], usado en este tipo de estudios es determinado en base a la
relacion de aborbancias que presentan la BC ensayada y la ASB, considerando solo las
[ASB] que cumpliesen con la siguiente condicion: A(2)*® < 10 x AZ)PC. Asimismo el
limite inferior de concentraciones usadas se definié en base a la resolucién que presenta el
equipo, es decir, solo se evaluaron AA que tuvieron un valor mayor al de la resolucién

espectral.

3.4.4. Espectroscopia de emision de fluorescencia

En particular, se registraron los espectros de de absorcion de soluciones de BCs en
presencia de cantidades crecientes de ASB. Las determinaciones se realizaron empleando
los equipos detallados en la seccion 2.4.4.5 del Capitulo anterior, en celdas de cuarzo de 1
cm x 1 cm de camino Optico y en condiciones de temperatura ambiente. Las intensidades
de emission (lIg) se corrigieron teniendo en cuenta la luz absorbida por el ligando (ASB) en

las longitudes de onda de excitacion (340 nm - 370 nm) y emision (380 nm - 450 nm) de
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acuerdo a la ecuacion:[31,32]

IFcom) = I(obs) X 1QWexe * Awo) 12 2

donde lrcom Y lrns) representan la intensidad de fluorescencia corregida y observada,
respectivamente. Aexc Y Afiuo COrresponden a la absorbancia que presenta el ligando (ASB) a

la longitud de onda de excitacion y emision, respectivamente.

3.4.5. Desactivacion de fluorescencia: analisis de datos

Se entiende por desactivacion de fluorescencia a todos los procesos que provocan
una disminucion de la intensidad de fluorescencia de una sustancia dada. Este fendmeno
puede ser el resultado de una variedad de interacciones moleculares: reacciones de los
estados excitados, rearreglos moleculares, transferencia de energia, formacion de
complejos y colisiones, entre otras.[33]

El proceso de desactivacién que requiere contacto molecular puede ser: (i)
colisional o dinamico, cuando el entorno interfiere en el comportamiento del estado
excitado de una molécula luego de su formacion, ya sea por transferencia de energia o de
electrones, (ii) estatico, cuando el entorno impide la formacion del estado excitado.[34]
Para ambos tipos de desactivacidn se requiere que exista el contacto molecular entre la
molécula que emite fluorescencia y la que produce su desactivacion.

(i) Desactivacion dinamica o por colisiones. Dado un proceso de este tipo, puede
calcularse la constante de velocidad del proceso de desactivacion a partir de la siguiente

ecuacion:

12/ e =2 /¢ = 1 + Koy [Q] = 1 + kg t6° [Q] (3.3)

donde 1% e Ir son las intensidades de emision fluorescente corregidas, z=° y 7 son los
tiempos de vida de fluorescencia en ausencia y presencia del agente desactivador,
respectivamente, Ksy es la constante de Stern-Volmer, [Q] es la concentracion del
desactivador, kg es la constante bimolecular de desactivacion y 7" es el tiempo de vida de
fluorescencia de la especie emisora en ausencia del desactivador. Por tanto, si Ie%1g vs. [Q],
y 7%z vs. [Q] son lineales y poseen la misma pendiente, puede ser asumida la existencia

de un proceso puramente dindmico.
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Ademas, una gréafica de Stern-Volmer lineal generalmente indica la presencia de un
solo fluor6foro o especie emisora. Por el contrario, si ésta no es lineal puede suponerse la
presencia de mas de una poblacion de fluoroforos.

(ii) Desactivacion estatica. Es producto de la formacion de complejos no fluorescentes
entre el fluor6foro y el desactivador en sus estados electronicos fundamentales. En un
proceso puramente estatico, también se obtiene una relacion lineal entre Ie%1¢ y [Q]. En
este caso, Ksy es igual a la constante de equilibrio correspondiente a la formacion del

complejo, es decir:
I/ 1E =1+ Ksv [Q] (3.4)

Ksv =Ks = [MQ]/(IM] [Q]) (3.5)

Por lo tanto, la medida de zr para diferentes concentraciones de desactivador es
necesaria para diferenciar entre el proceso dindmico y el estatico, ya que en este ultimo
caso, 7¢'f = 1.

En aquellos casos en que existan ambos tipos de procesos (dindmico y estatico), se
observa una relacién cuadratica entre 1%l y [Q]. Este comportamiento se representa

matematicamente con la siguiente ecuacion:

1%/ 1= (1 + Kp[Q]) (1 + Ks[Ql) (3.6)

donde Kp y Ks son los valores de Ksy para el desactivador dindmico y estatico,
respectivamente. Es decir, Kp es igual a qu'FO y Ks es la constante de equilibrio para la

formacion del complejo fluoréforo / desactivador.

3.4.6. Metodologia de andlisis de datos espectroscdpicos de emision resuelta en el tiempo

Los decaimientos se analizaron con el programa DAS-6 (Horiba Jobin Yvon), el
cual cuenta con una funcion de ajuste de multiple exponenciales. Todos los ajustes
realizados con este programa se evaluaron por el criterio del »* (cercano a la unidad) y la
inspeccion visual de los residuos y autocorrelacion del ajuste en funcién de los datos
experimentales. EI promedio de los tiempos de vida de fluorescencia (<z>) obtenidos para
de los ajustes tri-exponenciales llevados a cabo en el analisis del decaimiento fluorescente
de ASB, en cada uno de los buffers usados, se calculé a partir de los tiempos de vida (z1, 7,
y 73) y los factores pre-exponenciales normalizados (a;, a; y as) arrojados por el ajuste

correspondiente mediante la siguiente relacion:
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<t>=a171 + ax7y + A373 (36)

Los valores de los tiempos de vida promedio calculados para ASB en cada

condicion de pH, se emplearon para fijar su contribucion en los ajustes multi-

exponenciales de los decaimientos observados en los estudios de interaccion pC / ASB.
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4.1. Introduccion
4.1.1. Acido desoxirribonucleico

Quimicamente, el acido desoxirribonucleico (ADN) es un polimero formado por
nucleotidos, los que son generados por la unién covalente de un nucledsido a un grupo
fosfato. A su vez, cada nucledsido estd compuesto por una aldopentosa, la 2’-
desoxirribosa, unida a una base purinica o pirimidinica.

En un desoxirribonucledtido el &tomo de carbono ubicado en la posicion 17, C(1°),
de la desoxirribosa se enlaza con el N(1) de las pirimidinas o con el N(9) de las purinas,
formando un enlace N-glicosidico B. El signo prima (’) se utiliza para diferenciar las
posiciones en el azucar de las posiciones en las bases. En los nucleétidos naturales, la
unién éster con el fosfato ocurre con el grupo hidroxilo del C(5”) del aztcar. En el
Esquema 4.1 se detallan las estructuras quimicas de todos nucle6tidos constituyentes del

ADN, junto con sus nomenclaturas abreviadas.

Desoxirribonucledtidos con bases purinicas Desoxirribonucle6tidos con bases pirimidinicas
NH, NH,
N x SN
(T ﬁ
0 N N) o N/go
*o—l%—o o *o—lu—o o
o H H o H H
H H H H
OH H OH H
2’-desoxiadenosina-5’-monofosfato (dAAMP) 2’-desoxicitosina-5’-monofosfato (dACMP)
o O
N
0\ O
H N N)\NHZ o) N/KO
’O*T‘*O o ’O*“‘*O o
on H H e} H H
H OH H H H OH H H
2’-desoxiguanosina-5’-monofosfato (AGMP) 2’-desoxitimidina-5’-monofosfato (dTMP)

Esquema 4.1. Estructura quimica de los desoxirribonucleétidos presentes en el ADN.

En 1953 Watson y Crick postularon un modelo de estructura tridimensional de la
molécula de ADN (acido desoxinucleico), basandose en los estudios de rayos X de Wilkins
y Franklin.[1] Este consiste en dos cadenas de ADN helicoidales con giro hacia la derecha,
alrededor del mismo eje. Cada cadena estd formada por sucesivos nucledtidos unidos
covalentemente mediante “puentes” fosfato, en los que el grupo fosfato en posicion 5” del
azucar de un nucléotido se une al hidroxilo en posicion 3’ del monosacarido del nucle6tido

siguiente, creando asi un enlace fosfodiéster. La cadena lineal de ADN tiene una polaridad
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especifica, por lo tanto pueden caracterizarse por su polaridad los extremos 5’ y 3°. Las dos
cadenas de una doble hélice, se unen en forma antiparalela, es decir, con polaridad
contraria.

En la doble hélice, el esqueleto hidrofilico de desoxirribosas y grupos fosfato
alternantes se encuentra hacia el exterior, en contacto con el agua circundante. Las bases
purinicas y pirimidinicas de ambas hebras se encuentran apiladas dentro de la doble hélice,
con sus estructuras de anillos hidrofobicos casi planares, muy préximos entre si, y
perpendiculares al eje longitudinal de la hélice. Ambas cadenas se unen entre si por
puentes de hidrdgeno que se establecen entre pares de bases. Estas Gltimas se unen entre si
de una sola forma: G (guanina) se une con C (citosina) (G-C), mientras que A (adenina) lo
hace con T (timina) (A-T). Estas uniones comparten tres y dos puentes de hidrégeno,
respectivamente. El apareamiento de bases crea un surco mayor y uno menor en la
superficie de la doble cadena.

La estructura descripta anteriormente, correspondiente al modelo de Watson-Crick,
es también llamada forma B del ADN vy representa la conformacion mas estable en
condiciones fisioldgicas. Este arreglo, con giro a derecha, posee un diametro de 2 nm y 10
pares de bases por vuelta, lo que equivale a 3,4 A de aumento de la hélice, en longitud.
Ademas, la conformacion del enlace glicosidico es anti, como en los nucle6tidos libres en
solucién. Sin embargo, debido a la posible rotacién libre de algunos enlaces, pueden existir
otras conformaciones, llamadas forma A y forma Z. La primera se ve favorecida en
medios libres de agua. Posee también giro a la derecha, conformacion anti de sus enlaces
glicosidicos y 11 pares de bases por vuelta (que representan 2,6 A de la longitud de la
hélice). En este caso, las bases no se encuentran perpendiculares al eje longitudinal de la
hélice, sino que poseen una inclinacion (desviacion) de 20°. Por ultimo, la forma Z
consiste en una doble hélice con giro hacia la izquierda. Posee 12 pares de bases por vuelta
y enlaces glicosidicos en conformacién anti para las pirimidinas y syn para las purinas
(Figura 4.1).
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Figura 4.1. Formas A, B y Z del ADN. Imagenes tomadas de la referencia. [2].

Es incierta la existencia de la conformacion A en condiciones intracelulares, pero la
forma Z existe en algunos tramos cortos del ADN de procariotas y eucariotas. Esta puede
jugar un rol en la regulacion de la expresion de ciertos genes o en la recombinacion
genética.[3]

Las variaciones en la estructura del ADN de doble cadena en funcion del pH
también han sido ampliamente estudiadas mediante espectroscopia de absorcién UV-
visible [3] y Raman.[4,5] El anélisis realizado a pH &cido (utilizando ADN de timo de
ternero) demuestra que en condiciones de pH comprendidas entre 5,5 y 4,1 comienza la
protonacion de los residuos de C y Ay, por debajo de pH 3, comienza a protonarse la G. A
pH 2,8 la estructura B se pierde totalmente. Por otra parte, en el intervalo de pH 7-11 no
existen cambios significativos en la estructura tridimensional del ADN a pesar que los
residuos G y T se desprotonan. En condiciones de alcalinidad extrema, pH 11-12, existe
una alta probabilidad de que la estructura siga siendo, en su mayoria, de tipo B.[4,5]

En el presente trabajo de tesis, los experimentos de interaccion se llevaron a cabo
con ADN lineal de doble cadena, proveniente de timo de ternero (Calf-Thymus DNA) y los
de fotosensibilizacion se realizaron con ADN del bacteri6fago PM2. Este Gltimo consiste
en moléculas circulares de ADN de doble cadena que pueden existir en dos formas
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topologicas: relajada (Rel) o superenrollada (Se). Cuando la estructura esta relajada, el
ADN posee la conformacion B. Sin embargo, estas moléculas generalmente se encuentran
en su estado Se. En este dltimo caso, la estructura B se pierde y se obtiene una nueva
conformacién, con un ligero aumento en el nimero de pares de bases por vuelta. La Figura
4.2 ilustra iméagenes de micrografia electronica de diferentes estructuras plasmidicas con

distinto grado de superenrollamiento.

Figura 4.2. ADN circular de doble cadena en su forma relajada y superenrollada. El grado de
superenrollamiento aumenta de izquierda a derecha. Imagenes extraidas de la referencia [3].

4.1.2. Mecanismos que participan en el dafio al ADN por accion de la radiacion UV

Numerosos estudios han sido realizados con el objeto de determinar los efectos
derivados del dafio al ADN en funcion de la longitud de onda (1) de la radiacion incidente.
Algunos de ellos, llevados a cabo utilizando animales de laboratorio, muestran que la luz
UVB es mas efectiva en producir cancer de piel que la UVA.[6] Sin embargo,
recientemente se ha demostrado que la radiacién UVA también presenta un cierto caracter
mutagénico y/o carcinogénico.[7]

A continuacién se describe, brevemente, un ejemplo que avala lo expuesto en el
parrafo anterior. En la Figura 4.3 se muestran los denominados espectros de accion. Estos
son curvas de diferentes respuestas celulares inducidas por la radiacion incidente en
funcién de A. En este estudio en particular, para evaluar el efecto producido por las
distintas 4 sobre el ADN, se analiz6 la capacidad de inducir mutaciones, producir muerte
celular, producir cortes en el ADN y tambien entrecruzamiento (o crosslinking) de ADN
con proteinas en células humanas P3.[6] Con fines comparativos, en la misma figura se
incluyo el espectro del ADN.

Claramente puede apreciarse que, en la region comprendida entre 200 y 320 nm

(region UVC y UVB), los espectros de accion muestran su maxima respuesta comparada
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con otras 4, tanto para letalidad, mutagenicidad y crosslinking, como para la ruptura del
ADN. Mas aln, los méximos de los espectros de accion se corresponden bastante bien con
el maximo del espectro de absorcion del ADN. Sin embargo, 4 mayores a 320 nm
(radiacion UVA vy visible) produjeron las mismas respuestas, aungue con menor eficiencia.
Es decir que, en esta region del espectro electromagnético a pesar de que el ADN no es
capaz de absorber radiacion, ain asi se observan signos de dafio o alteraciones. Estas
diferencias entre los espectros de accion y de absorcion del ADN se observa con mayor
claridad para los casos de induccion de mutaciones (mutagenicidad), crosslinking de ADN
a proteinas y cortes sobre ADN. Incluso, tanto para mutagenicidad como para ruptura del
ADN se observan méximos secundarios en la region UVA. Este hecho se observo en otros

estudios similares realizados sobre otros sistemas bioldgicos.[7]

—
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Figura 4.3. (a) Espectros de accion donde se monitorea letalidad, mutagenicidad y otros efectos de la
radiacién sobre células. Con fines comparativos todos los espectros se normalizaron a 254 nm y se agreg6 el
espectro de absorcién del ADN. Figura adaptada de la referencia [6]. (b) Esquema que representa los
diferentes mecanismos de dafio inducidos por la accion de la radiacion.

Por consiguiente, del anélisis de estos resultados se deduce que existen dos tipos de
mecanismos por los cuales el ADN puede ser dafiado. Por un lado, la absorcion de
radiacion por las bases nucleicas genera estados excitados que vuelven reactiva a la
molécula de ADN, lo que produce su modificacion o alteracion quimica. A este tipo de
proceso se lo denomina genéricamente dafio directo. Por otro lado, la absorcion de la
radiacion incidente por parte de otro cromo6foro generara especies quimicas que reaccionan
con el ADN, modificandolo. En este caso se esta en presencia de un proceso
fotosensibilizado y se habla de dafio indirecto al ADN. Tanto la radiacion UVB como la

UVC pueden ser absorbidas directamente por el ADN y producir, por lo tanto, dafio
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directo. Por su parte, la radiacion UVA vy visible acttan a través de mecanismos indirectos
o fotosensibilizados.
En el marco de este trabajo de Tesis cobra importancia mencionar los aspectos

centrales relacionados con el dafo indirecto o fotosensibilizado.
4.1.3. Dafio al ADN mediante procesos fotosensibilizados

Se denomina fotosensibilizacion a todo proceso por el cual una especie quimica sin
absorber radiacion sufre una alteracion fotoquimica o fotofisica como resultado de la
absorcion de la radiacion electromagnética por otra especie quimica a la que se denomina
fotosensibilizador.[8,9] Los procesos implicados son variados y muchas veces un
sensibilizador acta, simultaneamente, a traves de mas de un mecanismo.

Las moléculas excitadas son generalmente de tipo radicalario. Por lo tanto, las
membranas plasmaticas que contienen lipidos insaturados son los blancos de ataque
preferenciales, sobre todo por parte de compuestos con baja hidrofilicidad. La molécula de
ADN es, cuantitativamente, un blanco menor, en la mayoria de los casos. Sin embargo, su
fotosensibilizacion lleva a mutaciones. Entonces, la reaccion de los fotosensibilizadores
excitados y el ADN tiene gran relevancia, aun en casos en los cuales la fototoxicidad es
predominantemente mediada por otras biomoléculas. La relacion entre fotogenotoxicidad
(reaccidn causada en el ADN) y fototoxicidad (la cual puede resultar de reacciones con
otros blancos celulares), puede diferir dependiendo de la naturaleza del compuesto
fotorreactivo (su hidrofilicidad, su afinidad hacia el ADN por medio de uniones no
covalente) y su reactividad fotoquimica. Sin embargo, la genotoxicidad nunca esta
completamente ausente debido a que, en general, la reactividad de los fotosensibilizadores
excitados y otros compuestos fotorreactivos es lo suficientemente alta como para poder
reaccionar con el ADN vy debido, ademas, a que las EROs y otros productos primarios
formados por fotosensibilizacion pueden llevar a modificaciones de esta biomolécula en
reacciones secundarias.

El dafio indirecto al ADN inducido por fotosensibilizadores y otras sustancias
fotorreactivas puede ser el resultado de diferentes mecanismos y producir varios tipos de
fotoproductos. Estos mecanismos pueden clasificarse en:

(a) Reacciones directas de los fotosensibilizadores excitados con la molécula de ADN.

(b) Reacciones mediadas por EROs.
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(c) Reacciones que involucran otros intermediaros secundarios, por ejemplo,
descomposicién de productos de las moléculas excitadas o productos de la peroxidacion
de lipidos.

Estos tres tipos de reacciones pueden, a su vez, subdividirse tal como se indica en la

siguiente tabla:

Tabla 4.1. Mecanismos de dafios inducidos al ADN por compuestos fotorreactivos.

(a.1) Unién covalente Psoraleno Fotoaductos
(a) Dafio directo (a.2) Transferencia de Acetofenona Dimeros de
producqjo_ por el energia pirimidina
fotosensibilizador (a.3) Transferencia de Fotosensibilizadores

electrones Tipo | Oxidacion de bases

1— -y
Agentes generadores CSC, sitios con

(b) Dafio mediado por (b.1) Via radical HO de EROs extracelulares pe_rd|d§§ de bases,
EROs oxidacion de bases
(b.2) Via ‘O, Porfirinas Oxidacién de guanina
(c) Dafio mediado por (c.1) Via descomposicion Aductos, CSCT, sitios
otros productos de productos .. con pérdidas de
secundarigs distintos de (c.2) Via productos de Clorofenotiazinas bases,%xidaci()n de
las EROs peroxidacion lipidica bases

T CSC: cortes en simple cadena

En el Esquema 4.2 se presentan las estructuras de los compuestos resultantes de las
modificaciones generadas por fotosensibilizacion que mas comunmente se encuentran en el
ADN lesionado o dafiado. Algunas modificaciones, como la formacion de dimeros de
pirimidina, son especificamente generadas por un solo tipo de mecanismo de reaccién. En
particular, los dimeros de pirimidina ciclo butano (DPCs) se pueden formar por la llamada
transferencia de energia triplete-triplete desde los fotosensibilizadores a las bases
pirimidinicas.[10,11] Este altimo proceso se lleva a cabo sélo si la energia triplete de los
fotosensibilizadores es mayor que 267 kJ mol™.[12] Otro tipo de lesiones, altamente
frecuentes, son las oxidaciones y pérdidas de bases y/o CSC. Estas lesiones son
producidas, en mayor o menor medida, en todos los tipos de dafio fotosensibilizados y se
pueden formar después de wuna reaccion directa del estado excitado de los
fotosensibilizadores con el ADN (reaccién de tipo 1), o por la transferencia de energia y/o
de electrones al oxigeno molecular (reaccion tipo I1),[13] generando oxigeno singlete o
anion superdxido como productos primarios. Estos luego pueden (directa o indirectamente)

oxidar las bases nitrogenadas del ADN. Sin embargo, la relacion en que estas lesiones son
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generadas, llamada “espectro de dafio”, es a menudo una huella digital del mecanismo de
dafo.

Las consecuencias del dafio inducido por fotosensibilizadores y compuestos
fotorreactivos, en particular, la citotoxicidad, la induccion de mutaciones y la iniciacion de

carcinogénesis, obviamente depende del espectro de modificaciones inducido en el ADN.

OH
PO o PO PO o
H H H H CHO H H 0
H H o H
OP H OoP H OopP H
Sitio AP Sitio AP oxidado en 4" Sitio AP oxidado en 1”
(0] (0] (e}
H NHCHO
NH NH HN
A AL, LS
= A
N NHR
HO ITJ (e} | N NH, HyN N
R R
cis-timidinglicol 8-0x0G FapyG
NH,
H
OH
N | HNYN o)
O)\N Nf
| NHR
R
5-hidroxicitosina 2,5-diamino-4H-imidazol-4 ona

Esquema 4.2. Estructuras de los fotoproductos mayormente encontrados en el ADN dafiado. AP: sitio
apurinico o apirimidinico (pérdida de base).

Sin ninguna duda, los estudios previos presentados en el Capitulo 1 brindan
informacién importante para los intereses particulares de esta tesis, tanto sobre la
interaccion como sobre la fotosensibilizacion del ADN por BCs. En particular los estudios
llevados a cabo por nuestro grupo de investigacion muestran que el tipo y magnitud de
dafo inducido al ADN depende no solo de la naturaleza quimica del alcaloide ensayado,
sino también de las condiciones del medio.

Consecuentemente, es relevante investigar los procesos de interaccion vy
fotosensibilizacion en los que potencialmente podrian participar las N-Me-BCs (sustitucion
en N-2 y/o N-9). Asi, en este capitulo se plantea abordar diferentes aristas de los aspectos
antes mencionados, entre ellas: (i) Determinar cuali- y cuantitativamente la capacidad de
unién y el dafio al ADN fotoinducido por los N-metil derivados aqui estudiados y sus
especie acido-base mas relevantes desde el punto de vista fisiologico. Y (ii) caracterizar el
espectro de dafio al ADN, expresado en términos de los diferentes fotoproductos

generados. En particular, se realizaron ensayos con ADN de doble cadena.
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4.2. Resultados y discusiones

4.2.1. Interaccién entre N-Me-SCs y ADN

Se estudid la interaccion entre BCs y sus N-metil derivados (Esquema 4.3) con
ADN de timo de ternera (ADNtt) como modelo de material genético. Se utilizé este tipo de
material genético en particular dado que el mismo es ampliamente usado en la literatura
para este tipo de trabajos. De esta forma, los resultados obtenidos se pueden estandarizar
y/o comparar con el efecto o la magnitud de las interacciones observadas para otros
compuestos relacionados.

En particular, los estudios de interaccion presentados en esta seccion se realizaron
bajo condiciones de pH controlados. Para los fines propuestos en este capitulo, se
emplearon técnicas espectroscopicas de absorcion UV-visible y de emision fluorescente,
que permiten interpretar cuali- y cuantitativamente la naturaleza de las interacciones

observadas.

Nombre (abreviatura) R, R, R, Rq
norHarmano (nHo) -H -H -H -H
2-Metil-norHarmanio (cation) ) ) _ )
loduro de 2-Metil-norHarmanio (2-Me-nHo) H CH; H H
9-Metil-norHarmano (9-Me-nHo) -H -H -H -CH;3

2,9-diMetil-norHarmanio (cation)
loduro de 2,9-diMetil-norHarmanio (2,9-diMe-nHo)

Harmano (Ho) -CH; -H -H -H

2-Metil-Harmanio (cation)
loduro de 2-Metil-Harmanio (2-Me-Ho)

9-Metil-Harmano (9-Me-Ho) -CH; -H -H -CH3

2,9-diMetil-Harmanio (cation)
loduro de 2,9-diMetil-Harmanio (2,9-diMe-Ho)

Harmina (Ha) -CH; -H -OCH; -H

CH; -CH; -H  -H

CH; -CH; -H  -CHs

2-Metil-Harminio (cation)
loduro de 2-Metil-Harminio (2-Me-Ha)

9-Metil-Harmina (9-Me-Ha) -CH; -H -OCH; -CH,

CH; -CH; -OCH; -H

2,9-diMetil-Harminio (cation)
loduro de 2,9-diMetil-Harminio (9-Me-Ha)
Esquema 4.3. Estructura quimica de las BCs empleadas en este capitulo.

CH; -CH; -OCH; -CH,
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4.2.1.1. Estudio de interaccion entre fCs y ADNtt: andlisis mediante técnicas de emision

fluorescente en estado estacionario.

Se registraron los espectros de emision fluorescente de las N-Me-BCs listadas en el
Esquema 4.3. En el caso de los derivados sustituidos en N-9 se realizaron ensayos en 3
condiciones de pH diferentes: 4,8, 7,4 y 10,0, recurriendo al uso de soluciones buffers
acetato, fosfato y borax, respectivamente. De esta manera, se pudo evaluar la capacidad de
interaccion de las correspondientes especies protonadas (9-Me-BCH™) y neutras (9-Me-
BCN), conjuntamente con el proceso de interaccion que tiene lugar en condiciones
fisioldgicas. Sin embargo, en el caso de los derivados sustituidos en N-2 los ensayos se
realizaron en condiciones fisiologicas de pH (7,4) dado que estas BCs solo presentan una
Unica especie acido-base en el rango de pH de interés (2-Me-BCs, Capitulo 2).

Como primer paso, y con el objeto de descartar cualquier posible efecto en la
interaccion global de las BCs cationicas con el ADN, debido a posibles modificaciones
estructurales en la biomolécula, se realizo el estudio de interaccion en 3 condiciones de pH
diferentes (4,8, 7,4 y 10,0), tomando como modelo los derivados 2-Me-nHo (Figura 4.4) y
2,9-diMe-nHo (Figura 4.5). Estos resultados indican que, tanto desde el punto de vista
cualitativo como cuantitativo (ver representaciones de Stern-Volmer), no hay variaciones
significativas en el tipo y magnitud de la interaccion entre las BCs catidnicas y la molécula

de ADN con el pH del medio, en el intervalo acotado de andlisis (4,8 < pH < 9,5).
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Figura 4.4. Espectros de emision de fluorescencia de 2-Me-nHo (20 uM, Ae = 374 Nm) en presencia de
cantidades crecientes de ADNtt (las concentraciones limites se indican en cada grafico) en soluciones
acuosas de buffer: (a) acetato pH 4,8, (b) fosfato pH 7,4 y (c) bérax pH 9,5. (d) Representacion grafica
de Stern-Volmer correspondientes a los resultados obtenidos en cada condicion de pH.
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(c) (d)
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Figura 4.5. Espectros de emision de fluorescencia de 2,9-diMe-nHo (20 uM, ¢ = 388 nm) en presencia
de cantidades crecientes de ADNTtt (las concentraciones limites se indican en cada grafico) en soluciones
acuosas de buffer: (a) acetato pH 4,8, (b) fosfato pH 7,4 y (c) bérax pH 9,5. (d) Representacion grafica
de Stern-Volmer correspondientes a los resultados obtenidos en cada condicion de pH.

En relacion a la interaccion propiamente dicha, se registraron los espectros de
emision fluorescente de las N-Me-BCs listadas en el Esquema 4.3. En las Figuras 4.6 y 4.7
se presentan los resultados obtenidos para los derivados cationicos 2-Me-BCs y 2,9-diMe-
BCs, respectivamente, todos registrados en condiciones de pH 7,4. Brevemente:

(i) En todos los casos se observé una clara interaccion entre los alcaloides y el ADN,
puesta de manifiesto por la marcada desactivacion del estado S; de cada compuesto
ensayado que provoca el incremento en la [ADNLt].

(ii) El agregado de ADN no induce la formacién de nuevas especies emisoras (no se
observan cambios en las longitudes de onda maximas de emision), ni la aparicion de
procesos secundarios tal como lo indica el comportamiento lineal observado en las
correspondientes graficas de Stern-Volmer (Figuras 4.6 y 4.7).

(iii) Los valores de las constantes de Stern-Volmer, listados en la Tabla 4.2, muestran una
clara dependencia de la magnitud de la interaccion global observada con la estructura
quimica de la BC analizada. En particular, a medida que se incrementa el grado de
sustitucion del anillo de BC, se observa un incremento en la magnitud de la constante de

y K 29-0iMe-Ha)y, 1 (2.9-diMe-Ho) o, (29-

diMenHo) ‘hara los 2-Me-BCs v los 2,9-diMe-BCs derivados, respectivamente.

desactivacion total: K@MeHa) 5 @-Me-Ho) » j(2-Me-nHo)

Es cierto que son diversos los procesos de desactivacion que puede sufrir un
fluor6foro en manos de un agente desactivador de las caracteristicas del ADN. Sin
embargo, se ha demostrado que las BCs interaccionan, mayormente, a través de la

formacion de complejos entre el alcaloide y el ADN, ambos en sus estados electronicos
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fundamentales (Capitulo 1). Si, ademas, tenemos en cuenta la naturaleza de la carga que
presentan los catiénes de BCs estudiados en esta seccion, junto con la carga neta negativa
presente en la superficie de la molécula de ADN (debido a la presencia de los grupos
fosfatos), es l6gico suponer que el caso de estos derivados particulares la interaccion sea,
mayormente o0 puramente, estatica. Esta suposicion es, también, apoyada por los resultados
obtenidos a partir de los ensayos realizados en condiciones dinamicas que se presentaran
mas adelante (seccion 4.2.1.3).

Por lo tanto, si interpretamos a Ksv como representativa de la constante de
complejacion (Ks), la dependencia observada podra interpretarse como una mayor
contribucion de fuerzas no polares a la interaccion global. En este sentido, si tenemos en
cuenta que el tipo de sustituyentes agregados en el caso de los N-metil derivados de Ho y
Ha incrementan el caracter no polar de la molécula (sustituyentes alquilicos), su capacidad
de intercalacion entre los pares de bases de la molécula de ADN (entornos hidrofébicos)
también se vera incrementada. Este concepto se discutirda con mayor detalle en las

secciones siguientes.
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Figura 4.6. Espectros de emision de fluorescencia de 2-Me-BCs en presencia de cantidades crecientes
de ADNILtt (las concentraciones limites se indican en cada grafico) en soluciones acuosas de buffer fosfato a
pH 7,4. (a) 2-Me-nHo (35 uM, Aexe = 374 nm), (b) 2-Me-Ho (30 puM, Aee = 368 nm), y (c) 2-Me-Ha (15
UM, Aexe =360 nm). En la columna derecha se representa la grafica de Stern-Volmer correspondiente.
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Figura 4.7. Espectros de emision de fluorescencia de 2,9-diMe-BCs en presencia de cantidades
crecientes de ADNtt (las concentraciones limites se indican en cada grafico) en soluciones acuosas de
buffer fosfato a pH 7,4, (a) 2,9-diMe-nHo (35 uM, e = 388 nm), (b) 2,9-diMe-Ho (25 uM, Aey = 380
nm), y (c) 2,9-diMe-Ha (25 uM, e = 363 nm). la En columna derecha se representa la grafica de Stern-
Volmer correspondiente.

Tabla 4.2. Resumen de parametros de interaccion pC-CH5;" / ADNy: Kgy representa la constante de Stern-
Volmer obtenida a partir de los experimentos de fluorescencia en estado estacionario.

Ksv/ M en pb 10°

Compuesto
pH 4,8 pH 7,4 pH 9,5
2-Me-nHo 0,7+0,1 0,6+0,1 06+0,1
9-Me-nHo 6,3+0,1 2,7+0,1 26+0,3
2,9-diMe-nHo 1,74+ 0,05 1,78+0,05 1,71+0,04
2-Me-Ho 2,48 £ 0,02
9-Me-Ho 10,5+0,2 6,4+0,7 3604
2,9-diMe-Ho 3,67 0,02
2-Me-Ha 59+0,3
9-Me-Ha 24,7+0,8 16,8 +0,5 10,0£0,5
2,9-diMe-Ha 99+0,2

Por su parte, en las Figuras 4.8 a 4.10 se representan los resultados para los 9-metil
derivados obtenidos a partir de los experimentos realizados en las tres condiciones de pH
establecidas (4,8, 7,4 y 9,5). Brevemente, los resultados obtenidos para este tipo de
derivados permiten hacer las siguientes generalizaciones:

(i) En términos cuali- y cuantitativos, estos compuestos muestran un comportamiento
similar al observado para los derivados catidénicos descriptos en el parrafo anterior.
Tipicamente, en las tres condiciones de pH analizadas, los espectros de emisién registrados

en presencia de cantidades crecientes de ADNtt muestran una clara desactivacion del
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estado S; de las BCs. Asimismo, en ninguno de los casos se observa cambio alguno en las
longitudes de onda mé&ximas de emision (~450 nm).

(if) La disminuciéon de la intensidad total de fluorescencia (Ig) como funcion de la
concentracion de ADNtt mostré un comportamiento lineal en la gréafica de Stern-Volmer
(columna derecha en las Figuras 4.8 a 4.10). Los valores obtenidos de las constantes de
Stern-Volmer (Ks) correspondientes se muestran en la Tabla 4.2. Brevemente, se
observaron dos tendencias claras: (a) para un mismo derivado de BC, los resultados
muestran una dependencia de Ksy con el pH del medio: a mayor caracter acido de la
solucion, mayor es el valor de la constante observada. Esto estd de acuerdo con una
contribucion electrostética a la interaccion global. Cabe recordar que, en condiciones de
pH 4,8 predomina la especie protonada 9-Me-BCH®, mientras que, en condiciones
alcalinas, es la forma neutra 9-Me-BCN la especiec predominante en solucion.
Consecuentemente, las fuerzas de atraccion electrostaticas entre la molécula de ADN
cargada negativamente, con la molécula protonada de BC (con carga neta positiva) se hace
mas relevante en condiciones acidas. (b) Al igual que lo observado para los derivados
sustituidos en N-2, los valores de las constantes muestran la dependencia con la estructura
mencionada anteriormente; K®™MeH)s  G-Me-Ho) 5y (S-Me-nHo),

(iif) Un aspecto cualitativo relevante que vale la pena marcar es que, a diferencia de lo
observado en para ASB, la interaccion entre 9-Me-BCs con el ADN no da lugar a la
formacion de nuevas especies emisoras. Es decir, en todas las condiciones de pH la
molécula de BC, o al menos el anillo piridinico, censa un entorno polar protico. Esto se
pone de manifiesto con la presencia de la especie protonada ‘[nHoH]* como especie
emisora dominante ain en condiciones de pH alcalino (ver Capitulo 1, propiedades acido-
base del estado S; de BCs).

En este punto es importante tener en cuenta los resultados de Gonzélez at et, [2]
donde se demuestra la ausencia de transferencia de protones entre la nucleobase y la BC
excitada. Una intercalacion completa de la molécula de BC entre los pares de bases que
constituyen el ADN le proporcionaria, sin dudas, un entorno no polar. Este hecho se
pondria en evidencia en los espectros de emision, a través de un aumento en la intensidad
de la banda de emision de la forma neutra, ~380 nm (Capitulo 3). Claramente en presencia
de ADN no ocurre lo mismo, y aun a pH 9,5 tiene lugar la protonacion del nitrégeno
piridinico (N-2) en el estado electronico excitado, como se ve al aumentar la concentracion
relativa de ADNITt.
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Figura 4.8. Espectros de emision de fluorescencia de 9-Me-nHo (20 uM) en presencia de cantidades
crecientes de ADNLtt (las concentraciones limites se indican en cada grafico) en soluciones acuosas de
buffers: (a) acetato pH 4,8 (lexc = 384 nm), (b) fosfato pH 7,4 (Aex. = 365 nm), y (c) borax pH 9,5 (Aeye =
362 nm). En la columna derecha se representa la gréafica de Stern-Volmer correspondiente.
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Figura 4.9. Espectros de emision de fluorescencia de 9-Me-Ho (20 uM) en presencia de cantidades
crecientes de ADNtt (las concentraciones limites se indican en cada gréafico) en soluciones acuosas de
buffers: (a) acetato pH 4,8 (lexc = 377 nm), (b) fosfato pH 7,4 (Aex. = 365 nm), y (c) borax pH 9,5 (Aeye =
360 nm). En la columna derecha se representa la gréafica de Stern-Volmer correspondiente.
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Figura 4.10. Espectros de emision de fluorescencia de 9-Me-Ha (20 pM) en presencia de cantidades
crecientes de ADNLtt (las concentraciones limites se indican en cada grafico) en soluciones acuosas de
buffers: (a) acetato pH 4,8, (b) fosfato pH 7,4, y (c) borax pH 9,5. En la columna derecha se representa
la gréfica de Stern-Volmer correspondiente.
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4.2.1.2. Estudio de interaccion entre 9-metil BCs y ADNitt: andlisis mediante
espectroscopia de absorcion UV-visible

Motivados por las observaciones descriptas en el Capitulo 3, donde la interaccién
de la especie neutra en entornos polares fue facilmente evidenciada a través del analisis
espectroscopico de las mezclas de reaccion, se resolvio estudiar la interaccion de las 9-Me-
BCs con ADNtt mediante la técnica de espectrofotometria de absorcion UV-visible.
Brevemente, se registraron los espectros de absorcion UV-visible de estos alcaloides en
presencia de cantidades crecientes de ADNtt (Figuras 4.11 a 4.13). Asimismo se
determinaron las constantes de asociacion (Kg) correspondientes, mediante el empleo de la
ecuacion Benesi-Hildebrand (columna derecha en Figuras 4.11. a 4.13). Aunque las
mismas se obtuvieron con margenes de error altos, los valores promedios obtenidos a
diferentes longitudes de ondas se presentan en la Tabla 4.3, donde con fines comparativos
se incluyen, ademas, los valores de Ksy obtenidos en los ensayos de desactivacion de
fluorescencia en estado estacionario.

A modo de resumen, se pueden realizar las siguientes observaciones generales:

(i) En todos los casos se confirmo la hipétesis formulada en la seccién anterior, ya que los
compuestos investigados, en sus estados electronicos fundamentales Sy, interactian con
ADNIt.

(i) Las Figuras 4.11 a 4.13 muestran que la uniéon de ADNtt a las BCs no producen un
cambio significativo en los espectros de absorcién UV-visible. Asimismo se observa a toda
condicion de pH, que la banda de menor energia correspondiente, sufre un corrimiento
batocrémico al aumentar la concentracion relativa de ADNtt. Eso indicaria que la union
posee una importante contribucion de interacciones tipo surcos de ADNtt y BCs. Este
hecho estd de acuerdo con los resultados descriptos en literatura por Taira et al.,[14]
Gonzaélez et al.,[2,15,16] etc.

(iii) En ninguno de los casos estudiados, se observa el incremento o aparicion de la banda
de absorcion tipica de la especie neutra de las BCs, incluso en condiciones alcalinas (pH
9,5). Esto confirma, una vez més, que las moléculas de 9-Me-BCs, o al menos el anillo
piridinico de las mismas, no se intercala entre los pares de bases del ADN. Dicha
intercalacion le brindaria a la molécula un entorno hidrofobio (no polar) donde solo la

especie neutra de estos alcaloides podra localizarse.
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(iv) Desde el punto de vista cuantitativo, los valores observados para las constantes de
asociacion calculados a partir del método de Benesi-Hildebrand permitieron confirmar el
mismo patron observado para los valores de Ksy. Es decir, aunque con valores ligeramente
inferiores (pero del mismo orden de magnitud), se observé nuevamente: (a) la dependencia
de K¢ con el pH del medio: a mayor caracter acido de la solucién, mayor es el valor de la
constante observada, confirmando la contribucion electrostatica a la interaccion global y

(b) la dependencia de Kg con la estructura quimica del compuesto estudiado: K©&MeH) >
K(Q-Me-Ho) > K(Q-Me-nHo)

Tabla 4.3. Resumen de las constantes de interaccion 9-Me-BCs / ADNtt. Kg representa la constante de
union segln la ecuacidn Benesi-Hildebrand. Con fines comparativos, se incluyen en esta misma tabla
los valores de Kgy representados en la Tabla 4.2 obtenidos a partir de los experimentos de fluorescencia
en estado estacionario.

Ks/M en pb™ 10° Ksv /M en pb 10°
Compuesto
pH 4,8 pH 7,4 pH 9,5 pH 4,8 pH 7,4 pH 9,5
9-Me-nHo 24402 11+04 0602 6,3+£0,1 2,7+£0,1 2,6+0,3
9-Me-Ho 20+£03 19+05 26+03 105%0,2 6,4 +0,7 36+04

9-Me-Ha 83+02 66+05 08+05 247+08 168+05 100+05
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Figura 4.11. Espectros de absorcion UV-visible de 9-Me-nHo (40 uM) en presencia de cantidades
crecientes de ADNtt (las concentraciones limites se indican en cada gréafico) en soluciones acuosas de
buffers: (a) acetato pH 4,8, (b) fosfato pH 7,4 y (c) bérax pH 9,5. En la columna derecha se representa
la grafica de Benessi-Hildebrand obtenida una longuitud de onda representatitva.
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Figura 4.12. Espectros de absorcion UV-visible de 9-Me-Ho (105 uM para (a) y (b), y 50 uM para (c))
en presencia de cantidades crecientes de ADNtt (las concentraciones limites se indican en cada gréafico) en
soluciones acuosas de buffers: (a) acetato pH 4,8, (b) fosfato pH 7,4 y (c) bérax pH 9,5. En la columna
derecha se representa la grafica de Benessi-Hildebrand obtenida una longuitud de onda representatitva.
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Figura 4.13. Espectros de absorcion UV-visible de 9-Me-Ha (45 uM, 30 uM, y 80 uM, (a), (b) y (¢)
respectivamente) en presencia de cantidades crecientes de ADNTtt (las concentraciones limites se indican en
cada grafico) en soluciones acuosas de buffers: (a) acetato pH 4,8, (b) fosfato pH 7,4 y (c) borax pH 9,5.
En columna derecha se representa la grafica de Benessi-Hildebrand obtenida una longuitud de onda
representatitva.
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4.2.1.3. Estudio de interaccion entre 2-metil fCs y ADNtt: andlisis mediante técnicas de

emision fluorescente resueltas en el tiempo.

Tal como se describié en el Capitulo 1, en trabajos previos realizados por el grupo
de investigacion donde se llevo adelante esta Tesis se demostrd que las BCs y los 9-metil
derivados interaccionan con ADN a través de mecanismos mayormente (0 puramente)
estaticos. En este contexto, es de esperar que los derivados catidnicos (2-Me-pCs y 2,9-
diMe-BCs) también muestren el mismo comportamiento, mas aun cuando son moléculas
que presentan una carga neta positiva en sus estructuras molecualres. No obstante esto, se
resolvio extender los estudios de interaccion analizados por métodos dinamicos para este
tipo particular de N-metil derivados cationicos.

Las Figuras 4.14 y 4.15 muestran los decaimientos registrados para los 2-metil y los
2,9-dimetil derivados, respectivamente. En la columna de la derecha se representan,
ademas, las correspondientes graficas de Stern-Volmer. Tal como era de esperar, en todos
los casos estudiados, la contribucion estatica a la desactivacion total es claramente la mas
relevante. Esto se pone de manifiesto con los valores extremadamente bajos o nulos
observados para la constante de desactivacion dindmica Kp (Tabla 4.4).

Estos resultados dan valor a las suposiciones realizadas en la seccion anterior en
cuanto a considerar la constante de Ksy como representativa y/o indicativa de la magnitud
de la constante de asociacion en el estado Sp. Consecuentemente, validan las conclusiones
parciales alli obtenidas.

Tabla 4.4. Resumen de parametros de interaccion pC-CHs" / ADNit: Kp representa la constante dinamica.

Con fines comparativos, se incluyen en esta misma tabla los valores de Ksy representados en la Tabla
4.2 obtenidos a partir de los experimentos de fluorescenica en estado estacionario.

Ksv/ M pb 10° Ko/ M pb 10°

Compuesto
pH 7,4 pH 7,4
2-Me-nHo 06+0,1 0
2,9-diMe-nHo 1,78+ 0,05 0,04
2-Me-Ho 2,48 £ 0,02 0,19
2,9-diMe-Ho 3,67 +0,02 0,05
2-Me-Ha 59+0,3 0,14

2,9-diMe-Ha 9,9+0,2 0,07

185



Interaccion y dafio ADN fotoinducido por N-metil f-carbolinas

@)

log cuentas

(b)

log cuentas

(©

log cuentas

1000 4

100

[ADNt] 0 - 79 uM

1000

100

Tiempo/ ns

1 [ADNt] 0 -105 uM

1000

100 4

20 30 40 50 60 70 80 90
Tiempo / ns

[ADNt] 0 -157 uM

20 30 40
Tiempo/ ns

1124

1.104

1.08 +

1.06 4

LK
0

1.04 4

1,71

1.02 4

0.0 5.0>210'5 1.0x'1o“‘ 1.5;10"
[ADNtt] / M

1.45+
1.404
1.354
1.304

~ 1.254

Tt /.
0

1.204

1.154

1 /1

© 1.10
1.054

1.00 4

0.95-1+ T T T
0.0 5.0x10° 1.0x10* 1.5x10*

[ADNtt] / M

2.04

s
1 o]

/1

4

0.0 5.0x10° 1.0x10* 1.5x10

[ADNtt] / M

Figura 4.14. Decaimientos de la emision fluorescente y sus respectivos ajustes mono-exponenciales
registrados para 2-Me-BCs (30 uM, en buffer fosfato pH 7,4) en presencia de cantidades crecientes de ADNI{t.
Jexe = 341 nm. En todos los casos, las concentraciones limites de ADNtt (uMpb) se indican en cada grafico.
(a) 2-Me-nHo (Aqiy0 = 454 nm), (b) 2-Me-Ho (Any = 440 nm), y (c) 2-Me-Ha (Aqyo = 422 nm). Columna
derecha: Gréficas de Stern-Volmer (z="/ze) vs. [ADNtt] (tridngulos) observados en la columna de la
izquierda. Con fines comparativos se incluye la representacion de Stern-Volmer obtenida a partir de los datos
estacionarios (lo/l vs. [ADNLt], circulos).
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Figura 4.15. Decaimientos de la emision fluorescente y sus respectivos ajustes mono-exponenciales
registrados para 2,9-diMe-BCs (30 uM, en buffer fosfato pH 7,4) en presencia de cantidades crecientes de
ADNLtt. A = 341 nm. En todos los casos, las concentraciones limites de ADNtt (uMpb) se indican en cada
grafico. (a) 2,9-diMe-nHo (4,0 = 462 nm), (b) 2,9-diMe-Ho (Aqy, = 450 nm) y (c) 2,9-diMe-Ha (4, = 430
nm). Columna derecha: Gréaficas de Stern-Volmer (z"/z¢) vs. [ADNtt] (triangulos) observados en la columna
de la izquierda. Con fines comparativos se incluye la representacién de Stern-Volmer obtenida a partir de los
datos estacionarios (lo/l vs. [ADNTt], circulos).
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4.2.1.4. Modelo propuesto para la interaccion entre fCs y ADN

Se han propuesto modelos de union de derivados en el N-9 de BCs [18,19] actuando
como intercalantes, y con contribucion electrostatica a la union.[16,19] Paul et al. han
sefialado que aunque el modo de interaccion del Ho (harmano) con el ADN es
principalmente por intercalacion, la interaccion electrostatica de la especie protonada y el
ADN también debe tenerse en cuenta.[19] A favor de este modelo, se ha demostrado que el
nHo forma un complejo estable cuando interactian de forma aislada con la 2'-
desoxiadenosina-5'-monofosfato,[20] observandose una clara contribucién de apilamiento-
m (m-stacking) entre el alcaloide y la base nitrogenada (adenina), como también
interacciones tipo culdombicas, donde el grupo fosfato del nucleotido juega un papel clave
en la orientacion relativa de las dos moléculas. Sin embargo, nuestros datos revelan, por un
lado, que la intercalacion no puede ser completa y, por otro lado, que la contribucion
electrostatica es altamente significativa.

A partir de la informacidn espectroscopica obtenida en las secciones precedentes y,
en base a las caracteristicas fotofisicas de estos alcaloides descriptas en el Capitulo 2, se
puede proponer el siguiente modelo para las muiltiples interacciones que pueden tener lugar
en el sistema N-Me-BCs / ADN. Esta propuesta se base en la posibilidad de formacion de
tres tipos diferentes de complejos, cada uno de ellos formado como consecuencia de: (i) la
interaccion electrostatica pura entre el anillo piridinico protonado (o metilado, en el caso
de los derivados cationicos) y los grupos fosfato del ADN (Forma I en el Esquema 4.4), (ii)
una intercalacion parcial de las especies neutras de BCs, que implican exclusivamente el
anillo inddlico, ver el esqueleto de color rosa en el esquema (Forma Il), y/o (iii) una

combinacién de ambos tipos de interacciones (Forma I11).
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Forma IlI:
Combinacién de
los dos tipos

de interaccion

Forma I:
Interaccion
electrostatica pura

Forma Il:

parcial pura

Blanco: Anillo piridinico
Rosa: Anilllo inddlico

Esquema 4.4. Modelo propuesto para los diferentes tipos de interaccion posibles entre BCs (y sus N-
metil derivados) con el ADN de doble cadena.

4.2.2. Dafio al ADN fotosensibilizado por N-Me-ACs

La dependencia con la concentracién del dafio fotoinducido del ADN por las BCs se
estudié utilizando ADN superenrollado del bacteriéfago PM2. Este ADN PM2 se expuso a
irradiacion UVA (365 = 20 nm, lampara Philips HPW 125 W, ver seccion 4.4.6.) en
presencia de diferentes concentraciones de N-Me-BCs: 2-Me-nHo, 2-Me-Ho, 2-Me-Ha, 9-
Me-nHo, 9-Me-Ho, 9-Me-Ha, 2,9-diMe-nHo, 2,9-diMe-Ho y 2,9-diMe-Ha. En las
condiciones de irradiacion de trabajo, todas las BCs estudiadas presentan una marcada
absorcion (Capitulo 2). Posteriormente, se cuantifico el nimero de cortes de simple cadena
(CSC) y las modificaciones (o sitios) sensibles a la endonucleasa (MSE) de reparacion fpg-
glicosilasa (fpg), la cual reconoce 8-oxoGua y algunas otras modificaciones de purina
oxidadas generadas como FapyAde y FapyGua, y también sitios AP.

La Figura 4.16 muestra que el nimero de modificaciones reconocidas por la enzima
fpg aumenta casi linealmente en funcidn de la concentracion empleada de los derivados N-

Me-BCs. Los CSC se generaron con rendimientos mucho mas bajos que las modificaciones
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sensibles a fpg (< 0,07 por cada 10* pares de bases (pb)) en todas las concentraciones
ensayadas. Los experimentos controles no mostraron dafio alguno sobre la molécula de
ADN. En particular, se realizaron dos controles diferentes para cada ensayo: (i) un control
de irradiacion en ausencia de N-Me-BCs (datos obtenidos en condiciones de [N-Me-BCs] =
0 uM) y (ii) un control en oscuridad, donde se incubo el ADN en presencia de cada N-Me-
BC (a la méxima concentracién empleada en cada experimento de dafio), en ausencia de
luz y durante el mismo tiempo del ensayo. Consecuentemente, los resultados representados
en la Figura 4.16 indican que el dafio observado es iniciado por los derivados fotoexcitados
de las N-Me-BCs.

Cabe destacar que, en el caso de los N-metil derivados de harmina (N-Me-Ha), el
intervalo de concentracion necesario para inducir un dafio comparable al generado por los
demas derivados investigados (N-Me-nHo y N-Me-Ho) fue un orden de magnitud inferior.
Este resultado sugiere que el anillo estructural de harmina le confiere a sus derivados una
elevada capacidad de fotosensibilizadora. En un andlisis inicial, estos resultados siguen la
misma tendencia que otro tipo de propiedades que muestran los derivados de harmina:
mayores constantes de afinidad con el ADN y mayor eficiencia o rendimientos cuanticos
de formacion de tripletes (@) y, consecuentemente, mayores eficiencias de produccion de
oxigeno singlete (@,) (Tablas 4.2 — 4.4 y 2.6, respectivamente).
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Figura 4.16. CSC y modificaciones sensibles a la proteina de fpg inducidos en el ADN PM2 por la
exposicion a luz UVA (365 £ 20 nm, durante 20 min, en soluciones de buffer fosfato pH 7,4) en
presencia de diferentes concentraciones de: (a) 2-Me-BCs, (b) 9-Me-BCs y (c) 2,9-diMe-BCs. Los datos
son el promedio de 5 experimentos independientes (+ DE).
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Por otra parte, se analiz6 el perfil (o espectro) de dafio al ADN PM2 inducido por
las N-Me-BCs (Figura 4.17). Concretamente, las muestras de ADN irradiadas en presencia
de los fotosensibilizadores fueron luego sometidas al tratamiento con diferentes enzimas de
tipo endonucleasa, cada una de ellas sensibles a grupos especificos de modificaciones o
alteraciones del ADN. Especificamente se usaron las enzimas formamido pirimidina-ADN
glicosilasa (fpg), endonucleasa IV, T4 endonucleasa V, endonucleasa Il y tratamientos
mezclando diferentes enzimas con el propdsito de identificar los fotoproductos generados,
dado que ciertas enzimas muestran reconocimiento cruzado (seccion 4.4.6.1.2).

El andlisis cuantitativo de estos resultados muestra perfiles muy caracteristicos y
fuertemente dependientes de la naturaleza del fotosensibilizador usado:

(i) Por un lado, es evidente que todos los compuestos investigados inducen,
predominantemente, modificaciones de las bases purinicas pero muy pocos sitios de
oxidacidn a pirimidinas (es decir, sitios sensibles a la endonucleasa 111), DPCs y CSC.

(i) Por otra parte, solo el derivado N-2 metilado de harmina mostré un perfil de dafio
menos especifico, dando lugar a la formacion en cantidades relativamente importantes de
otros tipos de modificaciones, tales como oxidaciones en las bases pirimidinicas,
generacion de sitios con pérdida de bases (sitios AP, identificados por endonucleasa 1V) vy,
también, generacion evidente de DPCs. Este Gltimo punto se pone en evidencia por la
presencia de sitios sensibles a la T4 endonucleasa V, pero no a endonucleasa IV. Es decir,
el numero de sitios detectados por las actividades combinadas de las dos enzimas es mayor
que el nimero de sitios de pérdida de base detectado solo por endonucleasa 1V.

Como se menciono anteriormente, los DPCs son generados por la excitacion directa
del ADN (mayoritariamente en el rango UVB y UVC del espectro), pero también se
pueden formar por transferencia de energia entre el estado triplete del fotosensibilizador y
el estado triplete de la timina. En este sentido, si bien en este trabajo de Tesis no se
determino de manera directa la energia del estado electronicamente excitado triplete de los
2-metil derivados, sabemos que desde el punto de vista espectroscépico, la metilacion en la
posicion N-2 no induce modificaciones severas en la distribucion electronica de las BCs.
Teniendo en mente que Ha si posee la energia de triplete requerida para que el procesos de
formacion de DPCs tenga lugar, es esperable que su 2-metil derivado también cumpla con
dicha condicion. Este punto en particular, ciertamente, merece ser investigado en

profundidad.
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Figura 4.17. Perfiles de dafio al ADN mostrando CSC y varias modificaciones (o sitios) sensibles a
endonucleasas (MSE) inducidas en el plasmidico PM2 por: (a) 2-Me-BCs, (b) 9-Me-BCs y (¢) 2,9-diMe-
BCs. Los datos son el promedio de 3 experimentos independientes (= DE). Condiciones de irradiacién:
UVA (365 + 20 nm), durante 20 min, en soluciones de buffer fosfato pH 7,4.

4.3. Resumen y conclusiones

En este capitulo se presentd en un analisis comparativo la capacidad de diferentes
N-Me-BCs para inducir dafio en la molécula de ADN, en presencia de luz UVA. Se realiz6
estudio cualitativo y cuantitativo detallado de la interaccion de estos alcaloides con la
biomolécula, conjuntamente con el analisis cinético y se caracterizaron los fotoproductos
formados.

Se demostrd que la interaccion entre el ADN y las BCs depende fuertemente de la
carga neta de la molécula que, en aquellos derivados que no presentan sustitucion en la
posicion N-2, esta carga neta estara regulada por el pH. Las formas protonadas (BCH") de
estos alcaloides mostraron una union no covalente mayor con el ADN que las formas
neutras (BCN). Este hecho sugiere que la interaccion global de estos alcaloides con el ADN
presenta una fuerte contribucidn electrostatica, sumada a la intercalacién propia del afillo
pirido-inddlico. A su vez, cuanto mayor es el caracter no polar del anillo B-carbolinico
(dado por el mayor grado de sustitucion alquilica), mayor es la fuerza de interaccion, hecho
que se traduce en una mayor constante de interaccion (Kg 0 Ksy).

En todos los casos se pudo caracterizar el espectro de dafio inducido en el ADN
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(perfil de fotoproductos formados). Para tal fin se recurrié al uso de diferentes enzimas de
restriccion sensibles a modificaciones especificas. Los resultados muestran que las N-Me-
BCs generan, principalmente, modificaciones oxidativas en las bases, sitios de pérdidas de
bases y CSC. Ademas de estas modificaciones oxidativas, fueron detectados dimeros de
timina sélo en el caso en que se utiliz6 la 2-Me-Ha como fotosensibilizador.

La relacién entre estas lesiones y la capacidad total de dafio fue dependiente de la
naturaleza quimica de los alcaloides estudiados. La magnitud del dafio observado se
correlacion positivamente con: (i) las diferentes propiedades fotofisicas de las BCs
estudiadas, (ii) las diferencias en las capacidad de interaccién-unién de cada BCs al ADN y
(iii) la presencia de vias fotoquimicas adicionales, por ejemplo, foto-oxidaciones de bases
y/o formacién de dimeros de timidina inducidas selectivamente por el fotosensibilizador.

Estos hechos se resumen graficamente en el Esquema 4.5.

siR,=-HyRy=-H0CH, m

siR,=-CH,yRy=-HoCH, & %

Esquema 4.5. El tipo y magnitud del dafio al ADN fotosensibilizado por N-Me-BCs depende fuertemente
tanto de las condiciones del medio (pH) como de la naturaleza quimica del alcaloide.

4.4. Metodologia experimental y analisis de datos
4.4.1. Reactivos generales

(a) p-Carbolinas: norHarmano, harmano y harmina fueron provistas por Sigma-Aldrich,
con una pureza superior al 98 %, por lo cual se utilizaron sin posterior purificacion. N-
metil derivados empleados: 2-Me-nHo, 2-Me-Ho, 2-Me-Ha 9-Me-nHo, 9-Me-Ho, 9-Me-
Hay 2,9-diMe-nHo, 2,9-diMe-Ho y 2,9-diMe-Ha fueron sintetizados y caracterizados para
este trabajo de tesis (secciones 2.4.2 y 2.4.3)

(b) ADN: En los estudios de interaccion se utilizo el ADN timo de ternera (ADNLt) el cual
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fue provisto por Sigma-Aldrich, y disuelto en buffer 10mM de Trisy 1 mM de EDTA pH
7.5- 8.0. Para los estudios de fotosensibilizacion se empleo el ADN del bacteriéfago PM2
(aprox. 10* pares de bases (pb)) fue preparado acorde a el método de Salditt et al.[21]

(c) Enzimas: La formamino piridimina-ADN glicosilasa (proteina fpg) fue obtenida de la
cepa E. coli IM105 que alberga el plasmido pFPG230.[22] Las endonucleasa 1V (Endo 1V)
y T4 endonucleasa V (T4 endo V) fueron parcialmente purificadas a partir de un cepa
inducible que las sobre-expresa (E. coli cepa A 32480 que lleva el plasmido ptac-denV)
proporcionado por L. Mullenders y Leiden. La enzima Endonucleasa 111 (Endo I11) también
proveniente de E. coli fue gentilmente proporcionada por S. Boiteux, Fontenay aux Roses,
Francia. Todas las endonucleasas de reparacion fueron probadas por su incision en
modificaciones producidas por un sustrato de referencia (es decir, glicoles de timina
inducida por OsQy, sitios apurinicos y/o apiridinicos (sitios AP) por pH acido y dimeros de
pirimidinas ciclobutano (DPCs) por irradiacion con UVC, 1 = 254nm) bajo las condiciones
de ensayo aplicadas (véase 4.4.6.), para garantizar que las modificaciones del sustrato estan
plenamente reconocidas y que ninguna incision se lleva a cabo en modificaciones que no
son producidas por el sustrato.[23]

(d) Otros reactivos utilizados: Tris, Tris-HCI, acido borico, EDTA, glicerol, azul de
bromofenol, fosfato monobasico de potasio, acetato de sodio, &cido acético, cloruro de
sodio, hidroxido de potasio, glicerina y dodecil sulfato de sodio, Albumina de suero
bovino empleada para estabilizacion de enzimas en solucion y bromuro de etidio, todos
provistos por Sigma-Aldrich.. Etanol usado para la precipitacion de ADN PM2 fue

provisto por Merck. Agarosa (Biodynamics).

4.4.2. Preparacion de soluciones y metodologia de interaccion

Las soluciones de BCs empleadas en los ensayos de interaccion fueron preparadas
en buffer de acetato, fosfato, y bérax. Estas soluciones buffers se prepararon tal como se

describié en la seccion 3.4.2.

4.4.3. Espectroscopia de absorcion UV-visible

La fuerza de union de las 9-metil BCs al ADNtt fue analizada por titulacion
espectrofotométrica (absorcion UV-visible), utilizando el espectrometro de doble haz
descripto en la seccion 2.4.4.2 (Perkin-Elmer A25).

Las soluciones de BCs fueron preparadas en buffer acetato pH 4,8 (acido acético—
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acetato de sodio), buffer fosfato de pH 7,4, y en buffer bérax de pH 9,5 (ver Tabla 3.5).

Las celdas, que en principio contenian 1800 pl de una solucién de concentracién 20
- 100uM de la BC en el buffer correspondiente, fueron progresivamente “tituladas”
incrementando la cantidad de ADNItt (de 0 hasta 415 uM en pares de bases, segun el caso).
Las medidas fueron realizadas en celdas de cuarzo (QS) de 1 cm x 1 cm de camino éptico
(Hellma), a temperatura ambiente.

Los espectros de absorcion fueron corregidos utilizando el factor de dilucion
correspondiente. Las respectivas constantes de asociacion (Kg) fueron estimadas mediante
el uso de la ecuacion de Benesi-Hildebrand (ecuacion 3.1), presentada en la seccion 3.4.3,
adaptada a cada sistema C / ADN.

4.4.4. Espectroscopia de emision de fluorescencia

4.4.4.1. Emision en estado estacionario

Estas medidas fueron realizadas para todos los metil dertivados de BC en ambos
espectrofluorémetros, presentado en la secciéon 2.4.4.5 (Equipo | y Il). Los espectros de
fluorescencia corregidos fueron obtenidos utilizando celdas de cuarzo (QS) de 1 cm x 1 cm
de camino Optico y 4000 ul de capacidad (Hellma), a temperatura ambiente. Para
determinar la desactivacion de la fluorescencia de cada BC a causa del ADNLtt, los
espectros de emision de cada alcaloide (de concentracion 15 — 35 UM, segln el derivado)
fueron obtenidos en ausencia y en presencia de diferentes concentraciones de ADNTtt
(desde 0 hasta 630 uM en pares de bases, segun el caso). Estos experimentos fueron
llevados a cabo a pH 4,8, 7,4 y 9,5 para las 9-Me-BCs, 2-Me-nHo, y 2,9-diMe-nHo
utilizando las mismas soluciones buffers que en los experimentos de titulacion
espectrofotométrica. Y a pH 7,4 (buffer fosfato) con los restantes derivados cationicos. La
intensidad de fluorescencia (If) fue obtenida por integracion de los espectros de

fluorescencia corregidos sobre el perfil total de emision.

4.4.4.2. Emision resuelta en el tiempo

Se utiliz6 un equipo FL3 TCSPC-SP (Horiba Jobin Yvon) descripto en el Capitulo
2 como equipo 11 (seccion 2.4.4.5) y celdas de cuarzo Hellma de 1 cm x 1 cm de camino
optico. Las medidas se realizaron a temperatura ambiente. La ventana de tiempo elegida

para las medidas fue de 0-200 ns. Los decaimientos fueron detectados a 450 nm. Los
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tiempos de vida fueron obtenidos de los decaimientos mono-exponenciales observados
luego de la deconvolucion de la sefial de fondo de la lampara, para lo que se utilizo el
software DAS6, provisto por Horiba Jobin Yvon. Todos los ajustes realizados con este
programa se evaluaron por el criterio del 5 (cercano a la unidad) y la inspeccién visual de

los residuos, y autocorrelacion del ajuste en funcion de los datos experimentales.

4.4.5. Analisis de datos

La desactivacion de la fluorescencia fue evaluada mediante el analisis de Stern-
Volmer presentado en la seccion experimental del capitulo 3 (seccion 3.4.5).

4.4.6. Estudio in vitro del dafio producido al ADN, y la caracterizacion enzimatica de los

fotoproductos

El pH de las soluciones acuosas madres de N-Me-BCs empleadas en la posterior
preparacion de las mezclas de irradiacion se ajustaron mediante la adicién de gotas de
soluciones acuosas de HCI (concentracion entre 0,1 M a 2,0 M) con una micropipeta. La

concentracion de las mismas fue determinada por espectrofotometria de absorcion.
4.4.6.1. Caracterizacion de fotoproductos

4.4.6.1.1. Sistema de irradiacion

Soluciones de N-Me-BCs (previamente cuantificadas por espectrofotometria de
absorcion, a pH acido) y ADN PM2 (10 pg/ml) en buffer fosfato (10 mM KH,PO,4, 50 mM
NaCl, pH 7,4) fueron irradiadas, durante 20 minutos en placas de 96 pocillos en bafio de
agua hielo, utilizando una lampara Philips HPW 125W de emision centrada en 365 nm
(ancho de banda £ 20 nm) a una distancia de 10 cm. En todos los ensayos se realizaron
controles de irradiacion (mezcla sin fotosensibizador) y control de oscuridad (mezcla sin
irradiar a la maxima concentracion de fotosensibilizante testeada).

Después del tratamiento fotosensibilizador se precipité el ADN PM2 con solucién
de etanol-acetato de sodio (5% de acetato de sodio 2,5M en etanol pH 7,2) en bafio de
hielo por 30 minutos, luego se centrifugd a 14000 rpm a 4°C por 30 minutos. Se elimind el
sobrenadante y se lavo el precipitado con etanol 70% frio. Se volvio a centrifugar durante

10 minutos a 4°C, para eliminar el etanol. Finalmente se redisolvio el ADN precipitado en
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buffer BE1 (20 mM Tris—HCI, pH 7,5, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA) para la posterior
cuantificacion de los sitios (o modificaciones) sensibles a endonucleasas (MSE).

4.4.6.1.2. Cuantificacién de modificaciones sensibles a endonucleasas

El ensayo de relajacion utilizado para cuantificar las modificaciones (o sitios)
sensibles a endonucleasas (MSE) y los cortes de simple cadena (CSC) en el ADN PM2
inducidos por fotosensibilizacién, se fundamenta en el hecho de que el ADN PM2
superenrollado se convierte en su forma relajada, ya sea por un corte de simple cadena, o
por un corte especifico realizado por endonucleasas de reparacion, logrando que la forma
relajada migre separadamente de la forma superenrrollada en un gel de electroforesis.[24]

Alicuotas de 0,2 ug de ADN modificado en 20 puL de BE1 se incubaron durante 30
minutos a 37°C en bafio de agua con 10 uL de buffer BE1 para la determinacién de CSC
producidos directamente, o con 10 pL de una de las siguientes preparaciones de
endonucleasas: (i) formamido pirimidina-ADN glicosilasa (fpg), 3 pg/ml en BEL (ii)
endonucleasa 1V, 0,3 pg/ml en BE1 (iii) T4 endonucleasa V, 3 pg/ml en buffer BE15 (20
mM Tris—HCI, pH 7,5, 100 mM NaCl, 15 mM EDTA) (iv) endonucleasa Ill, 30 ng/ml en
BE1 (v) mezcla de endonucleasa 111 y endonucleasa IV (vi) mezcla de T4 endonucleasa V
y endonucleasa IV. Todas las preparaciones tuvieron el agregado previo en el buffer
correspondiente de albumina de suero bovino (ASB) (5mg/ml) para favorecer la
estabilidad de las endonucleasas en solucion.

Las reacciones se detuvieron con el agregado de 10 pL de stop buffer (Tris, acetato
de sodio, con glicerol, azul de bromo fenol, y EDTA) con 2% de dodecil sulfato de sodio
(SDS). Se realizaron electroforesis de cada una de las reacciones en geles de agarosa al
0,8% junto a los correspondientes controles, para cuantificar por fluorescencia las formas
relajada y superenrrollada del ADN después de la tincion con bromuro de etidio,
permitiendo asi el calculo del nimero de CSC o, si la incubacion fue con una endonucleasa
de reparacion, el nimero de CSC méas MSE.

En la electroforesis se sembro 30-40 uL. de cada muestra por pocillo, y se realizo en
buffer TAE (40mM Tris, 5 mM acetato de sodio, 1ImM EDTA, pH 7,8) durante 45-60
minutos a 80 V. Posteriormente se tifio el gel con solucién de bromuro de etidio al 0,005%
por 30 min., se lavd y revelo empleando el sistema Gel Doc XR+ (Bio-Rad), el cual
permite cuantificar la fluorescencia del bromuro de etidio asociado al ADN mediante el

programa Image Lab™ (Bio-Rad).
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Para calcular los CSC por molécula de PM2 (10* pb) se utiliza la siguiente relacion:
CSC =-In[(1,43x Se) / ((1,43 x Se) + Rel)] (4.1)

donde CSC son los cortes en una simple cadena por molécula de bacteriofago (10* pb), Se
y Rel son las intensidades de las formas superenrollada y relajada, respectivamente y 1,43
es el factor de correccion por la diferente intercalacion del bromuro de etidio en la forma
Se con respecto a la forma Rel.

Para obtener los perfiles de dafio, los datos fueron corregidos por el nimero de
lesiones ““background” observados en los experimentos controles de oscuridad e
irradiacion. Asi el numero de lesiones de sitios sensibles a endonucleasas fueron obtenidos
mediante la sustraccion del nimero de cortes de simple cadena que se produjeron en cada
experimento (en promedio el ndmero de lesiones inducidas solamente por la irradiacion
UVA (365 nm, es decir el dafio observado en ausencia de fotosensibilizador es 0,024 +
0,021 modificaciones por 10* pb de ADN PM2).

Cabe recordar que las endonucleasa de reparacion usadas reconocen diferentes
modificaciones sobre el ADN.[25] La proteina fpg reconoce purinas oxidadas tales como
8-oxo-7,8-dihidroguanina (8-oxoGua), 4,6-diamino-5-formamidopirimidina (FapyAde),
2,6-diamino-4-hidroxi-5-formamidopirimidina (FapyGua) y también sitios de pérdidas de
bases (sitios AP). En contraste, los sustratos de la endonucleasa Il son varias pirimidinas
oxidadas, en adicion a los sitios AP. La T4 endonucleasa V reconoce DPCs junto con
algunos tipos de sitios AP, mientras la endonucleasa 1V reconoce todos los tipos de sitios
de perdida de base, incluyendo todos los tipos de sitios AP oxidados. Por lo tanto, la
cantidad de DPCs producidos en la fotosensibilizacion, se calcula como la diferencia entre
el nimero de sitios reconocidos en la incubacion tanto con endonucleasa IV y T4
endonucleasa V y el nimero de sitios de AP reconocidos solo por la endonucleasa IV.

Refiriendo a esta diferencia como "DPCs calc".[24]

4.5. Referencias

1. Watson JD, Crick FHC. Molecular structure of nucleic acids. Nature 1953;17:737-738.

2. Gonzalez MM. Piridoindoles naturales (B-carbolinas) y sintéticos como fotosensibilizadores en procesos de
interés bioldgico. Estudio de su fotoquimica en solucion acuosa. Tesis Doctoral 2012.

3. Nelson DL, Cox MM. Lehninger. Principles of Biochemistry 3rd Edition. Omega 2001.

4. O'Connor T, Mansy S, Bina N, et al. The pH-dependent structure of calf thymus DNA studied by Raman
spectroscopy. Biophysical chemistry 1982;15:53-64.

5. Puppels GJ, Otto C, Greve J, et al. Raman microspectroscopic study of low-pH-induced changes in DNA
structure of polytene chromosomes. Biochemistry 1994;33:3386-3395.

6. Coohill TP, Peak MJ, Peak JG. The effects of the ultraviolet wavelengths of radiation present in sunlight on

human cells in vitro. Photochemistry and photobiology 1987;46:1043-1050.

200



Interaccion y dafio ADN fotoinducido por N-metil -carbolinas

11.

12.

13.

14.

15.

16.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

Hiraku Y, Ito K, Hirakawa K, et al. Photosensitized DNA damage and its protection via a novel mechanism.
Photochemistry and photobiology 2007;83:205-212.

Braslavsky SE. Glossary of terms used in photochemistry, (IUPAC Recommendations 2006). Pure and Applied
Chemistry 2007;79:293-465.

Scaiano JC. CRC handbook of organic photochemistry. CRC press 1989

Delatour T, Douki T, D'Ham C, Cadet J. Photosensitization of thymine nucleobase by benzophenone through
energy transfer, hydrogen abstraction and one-electron oxidation. Journal of Photochem Photobiol B: Biology
1998;44:191-198.

Lhiaubet-Vallet V, Cuquerella MC, Castell J, et al. Triplet excited fluoroquinolones as mediators for thymine
cyclobutane dimer formation in DNA. The Journal of Physical Chemistry B 2007;111:7409-7414.

Colmenarejo G, Barcena M, Gutiérrez-Alonso CM, Montero F, Orellana G. DNA photocleavage by novel
intercalating 6-(2-pyridinium)phenanthridinium viologens. FEBS Letters 1995; 374:426-428.

Foote CS, Clennan EL. Properties and reactions of singlet dioxygen. In Active oxygen in chemistry. Springer
Netherlands 1995:105-140

Taira Z, Kanzawa S, Dohara C, et al. Intercalation of six B-carboline derivatives into DNA. Japan Journal of
Toxicology and Environment Health 1997;43:83-91.

Gonzalez MM, Pellon-Maison M, Ales-Gandolfo MA, et al. Photosensitized cleavage of plasmidic DNA by
norharmane, a naturally occurring beta-carboline. Organic and Biomolecular Chemistry 2010;8:2543-2552
Gonzalez MM, Vignoni M, Pellon-Maison M, Ales-Gandolfo MA, Gonzalez-Baro MR, Erra-Balsells R, Epe B,
Cabrerizo FM. Photosensitization of DNA by B-carbolines: kinetic analysis and photoproduct characterization.
Organic and Biomolecular Chemistry 2012;10:1807-1819

Cao R, Peng W, Chen H, et al. DNA binding properties of 9-substituted harmine derivatives. Biochemical and
Biophysical Research Communications 2005;338:1557-1563.

Paul BK, Guchhait N. Exploring the strength, mode, dynamics, and kinetics of binding interaction of a cationic
biological photosensitizer with DNA: implication on dissociation of the drug—-DNA complex via detergent
sequestration.The Journal of Physical Chemistry B 2011;115:11938-11949.

Gonzalez MM, Rasse-Suriani FAO, Franca CA, Pis Diez R, Gholipour Y, Nonami H, Erra-Balsells R,
Cabrerizo FM. Photosensitized electron transfer within a self-assembled nor harmane—2'-deoxyadenosine 5'-
monophosphate (dAAMP) complex. Organic and Biomolecular Chemistry 2012;10:9359-9372.

Salditt M, Braunstein SN, Camerini-Otero RD, Franklin RM, Structure and synthesis of a lipid-containing
bacteriophage: X. Improved techniques for the purification of bacteriophage PM2. Virology 1972;48:259-262.
Boiteux S, O’Connor TR, Lederer F, et al. Homogeneous Escherichia coli FPG protein. A DNA glycosylase
which excises imidazole ring-opened purines and nicks DNA at apurinic/apyrimidinic sites. .Journal of
Biological Chemistry 1990;265:3916-3922.

Mdiller E, Boiteux S, Cunningham RP, Epe B. Enzymatic recognition of DNA modifications induced by singlet
oxygen and photosensitizers. Nucleic Acids Research 1990;18:5969-5973.

Epe B. DNA damage spectra induced by photosensitization. Photochemical and Photobiological Sciences
2012;11:98-106.

Héring M, Ridiger H, Demple B, Boiteux S, Epe B. Recognition of oxidized abasic sites by repair
endonucleases. Nucleic Acids Research 1994;22:2010-2015.

201






Resumen y conclusiones generales

Resumen y conclusiones generales

203






Resumen y conclusiones generales

Las B-carbolinas (BCs) son un grupo de heterociclos nitrogenados derivados del
9H-pirido[3,4-b]indol o norharmano que se encuentran ampliamente distribuidos en la
naturaleza, formando parte de los componentes endégenos normales de una gran variedad
de sistemas biologicos (animales, plantas, insectos, etc.). En algunos casos, como el de
ciertas plantas y mamiferos, estos alcaloides son enziméaticamente sintetizados a través de
diferentes vias metabdlicas, formando parte constitutiva de tejidos y fluidos corporales,
incluyendo organos y/o tejidos fotosensibles tales como las hojas (en plantas) o fluidos
oculares (en mamiferos). Consecuentemente, estos compuestos estan presentes en una gran
variedad de alimentos y bebidas. Por lo tanto, en el caso del ser humano que presenta una
alimentacion basada en la ingesta de alimentos derivados de carnes, frutas y/o verduras, la
dieta representa una via exdgena, adicional, de exposicion a este tipo de alcaloides.

A pesar de su clara presencia en innumerables sistemas bioldgicos, el verdadero rol
fisiologico de estos alcaloides es aun incierto. Este hecho ha despertado un gran interés en
el estudio de las propiedades fisicoquimicas de las PCs y, en particular, de su
comportamiento fotoquimico, en entornos o medios bio-compatibles. EI grupo de
investigacion donde se desarroll6 este trabajo de Tesis, durante los ultimos 10 afios, ha
llevado adelante investigaciones sistematicas y rigurosas relacionadas con la
caracterizacion de las propiedades fotoquimicas y fotosensibilizadoras de BCs en solucién
acuosa. En este contexto, se demostr6 que este tipo de alcaloides presentan una gran
versatilidad en relacion a sus propiedades quimicas y fotoquimicas, las que son altamente
sensibles a pequefias modificaciones tanto estructurales (presencia de sustituyentes) como
del entorno. Hasta la fecha, los estudios realizados se enfocaron en un grupo reducido de
BCs. Por lo tanto, extender este tipo de estudios sistematicos a nuevos derivados B-
carbolinicos se hace, ciertamente, relevante.

En este contexto, se llevd adelante el presente trabajo de Tesis Doctoral, titulado:
“Sintesis y caracterizacion de metil-p-carbolinas. Estudios fotofisicos en medio acuoso y
evaluacion de su comportamiento como fotosensibilizadores frente a biomacromoléculas”.
En el mismo se exploran aspectos basicos de la quimica y fotofisica de tres BCs (nHo, Ho y
Ha) y sus N-metil derivados (2-Me-BCs, 9-Me-BCs y 2,9-diMe-BCs), en solucidn acuosa.
También, se evalla la interaccion de estos alcaloides con bio-macromoléculas. En
particular, las macromoléculas utilizadas fueron ADN proveniente del timo de ternera

(ADNtt) y albimina de suero bovino (ASB), como modelos de material genético y
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proteico, respectivamente. Finalmente, se investiga la cinética de clivaje del ADN PM2
fotosensibilizado por N-Me-BCs y se caracterizan los fotoproductos generados.

Cabe aclarar que, si bien hasta la fecha se ha informado la presencia de solamente
dos N-metil BCs en la naturaleza (2-Metil-norHarmanio o norMelinonina F y 2-Metil-
Harmanio o Melinonina F), las reacciones de metilacion enzimatica de diferentes sustratos
son reacciones metabdlicas altamente frecuentes. Consecuentemente, cobra interés
extender los estudios a nuevos N-metil derivados.

Brevemente, las conclusiones generales mas relevantes de este trabajo se detallan a

continuacidn, separadas en tres secciones:

5.1 Caracterizacion de las propiedades fotofisicas de las N-Me-BCs en solucion acuosa

Se estudiaron las propiedades quimicas y fotofisicas de los derivados de BCs
metilados en la posicién N-2 (2-Me- BCs y 2,9-diMe- BCs) y del 9-Me-Ha. En todos los
casos se evaluo su dependencia con diferentes variables experimentales tales como pH,
fuerza ionica y de la presencia de buffers (Capitulos 2 y 3). Los resultados se analizaron, de
manera comparativa, con la informacidn disponible en literatura para las BCs no sustituidas
y los 9-metil derivados 9-Me-nHo y 9-Me-Ho.

En relacion al pH, se conoce que en solucion acuosa, en el intervalo de pH
comprendido entre 3 y 11, las BCs totalmente aromaticas, no sustituidas en la posicion 2
del anillo (N-2) poseen un Unico equilibrio &cido-base con valores de pK,\? ~7.
Consecuentemente, y con el fin de conocer el comportamiento fotofisico individual de
cada una de las especies &cido-base de las BCs relevantes desde el punto de vista
fisiolégico, todos los ensayos de caracterizacidon quimica y fotofisica se realizaron en dos
condiciones de pH especificas: pH 4,9 y 9,5. En estas condiciones en las soluciones de
trabajo predomina, en mas de un 99 %, la forma protonada (BCH") y la forma neutra (BCN)
del alcaloide, respectivamente.

Por el contrario, en el caso de los 2-metil derivados solo predomina en solucién una
Unica especie &cido-base (especie cationica o BC-CH3"), en todo el rango de pH
mencionado anteriormente. Cabe aclarar que, en condiciones alcalinas, los derivados
catiénicos que, a su vez, presenten un grupo ionizable en la posicion N-9 muestran un
equilibrio 4cido-base adicional con valores de pK,"® ~11,5. Sin embargo, al carecer de
relevancia desde el punto de vista fisiologico, la caracterizacion de estas especies acido-

base escapa al interés general de esta Tesis.
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Los resultados generales obtenidos son:

o Desde el punto de vista espectroscopico, la adicion de un grupo metilo en la
posicion N-2 no induce grandes modificaciones en relacion a las propiedades observadas
previamente para las formas protonadas del anillo BC no sustituido. Los espectros de
absorcion de los derivados 2-Me-BCs son similares (mismo perfil de bandas y coeficientes
de absorcion muy similares) a los que presentan los respectivos BCH'. La metilacion en la
posicion N-2 solo induce un leve desplazamiento batocromico de las bandas de absorcion
de ~3-5 nm. Esta tendencia se puede generalizar de la siguiente manera: 2-Me-pC =~ BCH".
o Por el contrario, la metilacion en N-9 induce modificaciones més significativas en
la distribucion electronica del anillo B-carbolinico. Esto se pone de manifiesto con el
desplazamiento batocromico de ~12-15 nm observado con respecto a las especies no
sustituidas en esta posicion. Vale mencionar que este comportamiento se observa
independientemente de cual sea el sustituyente en la posicion N-2 (-H o -CHj3). La
tendencia observada para los desplazamientos batocrémicos de las bandas de absorcion se
puede generalizar en la expresion: 9-Me-BCH" = 2,9-diMe-BC > BCH" = 2-Me-pC.

o Estos alcaloides presentan valores de rendimiento cuantico de fluorescencia (@)
elevados, llegando a alcanzar valores de ~0,95. En particular, el @ de los 2-metil
derivados es similar, dentro del error experimental, al descripto previamente para las
especies protonadas de su correspondiente BC no sustituida: &P = @2 MEPC y g I Me
BCHT ~ @ 29-0IMEBC A sy vez, se conserva el comportamiento general que muestra que los

derivados metilados en la posicion N-9 presentan &g superiores a los de los

correspondientes derivados no sustituidos en dicha posicion: @g>MeFCH ~ g 2o-diMefC
czjFBCH+ ~ @FZ-Me-BC.
o Ademas, se demostrd que, en todo el intervalo de pH analizado, la principal especie

emisora es la forma catidnica '[BC-CHs]* o protonada *[BCH']*, en el caso de los
derivados sustituidos en la posicion N-2 y no sustituidos, respectivamente.

. El estado electronicamente excitado, S;, de las BCs es desactivado eficientemente
por la presencia de sales, componentes de buffers, tales como acetato, fosfato y bérax. En
todos los casos se observé que la interaccion de BC con los buffers no induce la formacion
de nuevas especies emisoras con respecto a lo observado en agua. En todos los casos, las
tres sales agregadas (acetato, fosfato y bdrax) inducen una clara desactivacion del estado S;

que se manifiesta en una marcada reduccion de los valores de @ (@™ << @™°). Esta

buffer H2O

desactivacion tiene lugar a través de procesos dindmicos donde z¢ << 7 2, que
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incluyen procesos de transferencia protonica entre las BCs (desde su estado S;) y las
especies constitutivas de los buffers (CHsCOOH / CH;COO ™, HPO4 * / HoPO4~ 0 H3BOs /
B4O7 ).

o Al igual que los demas BCs investigadas con anterioridad, en solucion acuosa, los
derivados N-metilados presentan una capacidad de fotosensibilizar la produccion de EROs
moderada o baja (@, ~ 0,08-0,16). Los valores de &, observados en cada caso son
similares, dentro del error experimental, a los previamente descriptos para otras BCs en el

mismo tipo de solvente.

5.2. Interaccién de nHo y sus N-metil derivados con albamina de suero bovino

Con el objetivo de comprender los procesos fisicoquimicos involucrados en la
interaccion de BCs y proteinas, se realizaron ensayos de interaccion usando, como proteina
modela a la albimina de suero bovino (ASB) (Capitulo 3). En particular, se estudié cuali-
y cuantitativamente la interaccion N-Me-BCs con albimina de suero bovino (ASB), en
solucion acuosa, en diferentes condiciones de pH. Las soluciones fueron analizadas con
técnicas analiticas complementarias.

Las principales conclusiones obtenidas a partir de estos estudios centrados
particularmente en el norharmano y sus N-metil derivados, se detallan a continuacion:

. Las BCs muestran una interaccion particular con ASB, fuertemente dependiente del
pH y de la estructura quimica del alcaloide. Ciertamente, interaccionan con los diferentes
sitios o dominios proteicos, cada uno de los cuales le confiere a la molécula de BC
interactuante un entorno caracteristico. Estos entornos pueden ser facilmente censados o
revelados espectroscopicamente debido al comportamiento diferencial, en términos
fotofisicos, que presentan estos alcaloides (Capitulo 2).

. En particular, para las BCs que no presentan sustituyentes en la posicion N-2, el
sitio hidrofébico localizado en el dominio Il de la proteina, es eficientemente ocupado por
las respectivas especies neutras (BCN), independientemente del pH de la soluciéon. Es
decir, esto ocurre atn en condiciones acidas donde la BCH" es la especie predominante en
la solucion (> 99%).

o Por el contrario, las especies cargadas positivamente (es decir, tanto las cationicas
(BC-CHs") como las protonadas (BCH'), segin sean BCs metiladas o no metiladas,
respectivamente) interaccionan fuertemente con el dominio hidrofilico y/o la superficie

polar de la proteina. Cabe recordar que, dado el Pl de ASB, en todas las condiciones de pH
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analizadas, la proteina presenta una carga neta negativa. Por lo tanto, es de esperar que este
tipo de interacciones este gobernado por fuerzas electrostéticas de atraccion.

o En todos los casos, las especies libres en solucion mostraron una muy fuerte
desactivacion dinamica por parte de ASB. Més atin, las BCs libres en solucion solo fueron
detectadas en condiciones de muy bajas [ASB]. Por el contrario, las componentes ligadas a
ASB mostraron una fuerte contribucion estatica al proceso global de interaccion.

o Los resultados presentados en el capitulo 3 no solo representan un aporte inicial
que, sin dudas, ayudardn a comprender los procesos fisicoquimicos involucrados en su
interaccion con ASB sino que ademas, proporcionan herramientas Utiles para el estudio de
nuevas proteinas que permitan caracterizar los entornos o dominios propios que modulan

sus funciones proteicas.

5.3. Interaccion y dafio fotosensibilizado al ADN por N-Me-BCs

Para evaluar y poner en evidencia la capacidad fotosensibilizadora de las N-Me-
BCs se realizo una serie de experimentos usando como molécula blanco, material genético.
Se usaron diferentes formas o tipos de ADN: ADN lineal de doble cadena obtenido de timo
de ternero (ADNtt) y ADN del bacteri6fago PM2 (Capitulo 4). En particular, se estudio la
interaccion de N-metil BCs y su accion fotodinamica sobre material genético en presencia
de radiacibn UVA. Los estudios se realizaron en solucion acuosa y en diferentes
condiciones de pH controladas. Las soluciones fueron analizadas con diferentes técnicas
analiticas complementarias. Asi, se pudieron calcular constantes de asociacion BCs-ADN
obtenidas por cada metodologia.

Los resultados obtenidos permiten llegar a las siguientes conclusiones:
o La interaccion estudiada depende fuertemente de la carga neta de la molécula de
BCs estudiada: las especies cargadas positivamente (es decir, las catidnicas metiladas (pC-
CHs") o protonadas (BCH"), segtin sean BCs metiladas o no metiladas, respectivamente)
mostraron una unién no covalente con el ADN mayor que las correspondientes formas
neutras (BCN). Dicha interaccion es marcadamente estatica, tal como lo demuestran sus
extremadamente bajas constantes de desactivacién dinamicas (Kp).
o El conjunto de resultados obtenidos a lo largo de este trabajo de tesis permiten
concluir que hay una fuerte dependencia tanto de la intensidad del dafio fotosensibilizado,
como también de la distribucién de fotoproductos del ADN, con la naturaleza quimica del

alcaloide [-carbolinico usado como fotosensibilizador. Asi, tres factores, a su vez
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modulados por el pH del medio, estan directamente implicados en la magnitud del dafio
producido: (i) las diferentes propiedades fotofisicas de las BCs, (ii) las diferencias en la
capacidad de interaccidén-union de cada BC al ADN. Se detecta una mayor capacidad
fotosensibilizadora para aquellos compuestos que presentan una mayor capacidad de
interaccion y (iii) la presencia de vias fotoquimicas adicionales tales como, foto-
oxidaciones de bases y/o formacion de dimeros de timidina inducidas, selectivamente, por

el fotosensibilizador.

o Se caracterizaron los fotoproductos formados mediante experimentos con enzimas
de restriccion sensibles a modificaciones especificas en la estructura del ADN. Los
resultados muestran que las fCs generan modificaciones a nivel de las bases nucleicas, y
que la relacién entre estas lesiones depende de la naturaleza de la BC. Ademas de
modificaciones oxidativas en las bases purinicas y pirimidinicas, sitios de pérdidas de
bases y CSC, se detectaron dimeros de timina sélo en el caso en que se utilizo el derivado
2-Me-Ha como fotosensibilizador. Consecuentemente, este derivado en particular cumple
con las condiciones energéticas necesarias, desde el punto de vista termodinamico, para
inducir este tipo de lesion. Es decir, la energia del estado triplete excitado de 2-Me-Ha
seria lo suficientemente alta como para inducir (via transferencia de energia al estado

triplete de las bases de timinas que conforman el ADN) la formacion de dimero T<>T.
5.4. Consideraciones de caracter general

Los resultados obtenidos a lo largo de este trabajo de tesis son, sin dudas un aporte
muy importante y valioso de gran utilidad para lograr una mejor comprension de las
funciones y procesos bioldgicos en los que participan estos alcaloides en la naturaleza,
ademas de potenciar sus posibles usos adicionandolos en sistemas bioldgicos.
Principalmente, se enriquece el conocimiento de aquellos procesos que son
desencadenados por la radiacion UV A-visible. Asi, se podra entender el comportamiento
de estos alcaloides bajo condiciones de excitacion electronica. Es decir, entender el
comportamiento y la naturaleza de los estados electronicamente excitados de las fCs, en un
medio o entorno de esencial importancia bioldégica como lo es el medio acuoso. En
términos generales, los resultados presentados en esta Tesis muestran que en este medio
hay una importante dependencia en el comportamiento fotoquimico y fotofisico in vitro y
lo habria también en el de tipo fotobioldgico in vivo, tanto con la naturaleza quimica de los

sustituyentes como con la posicion relativa de los mismos en el anillo central
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[3,4b]piridoinddlico de las BCs. Ademads, queda claro que a esta dependencia se suma la
del pH del medio acuoso donde estos alcaloides se encuentran.

Asimismo, no caben dudas de que el conocimiento detallado aqui expuesto brinda
herramientas indispensables al momento del disefo y sintesis de nuevos derivados de BCs
y compuestos relacionados. De esta manera, facilmente se pueden seleccionar los
sustituyentes adecuados que se deben introducir en el anillo de BC de manera de potenciar
o inhibir alguna propiedad fotoquimica/fotofisica en particular.

Finalmente, este trabajo de tesis ha demostrado que, bajo irradiacién UVA, las fCs
participan en procesos redox y de oxidacion fotosensibilizada de biomoléculas. Por este
conjunto de propiedades, las PCs deben ser tenidas en cuenta como potenciales
fotosensibilizadores bioldgicos naturales endégenos o exdgenos.

Asimismo, en entornos acuosos, estos alcaloides muestran una eficiencia de
produccion fotosensibilizada de EROs relativamente baja (por ej. 0,04 < @, < 0,2).
Teniendo en cuenta su amplia distribucion en 6rganos y/o tejidos fotosensibles (por
ejemplo, en las hojas de diferentes tipos de plantas), las BCs podrian tener un rol activo en
los procesos de sefializacion intracelular mediada por EROs. Sin dudas, este potencial rol

fotobioldgico merece ser explorado en profundidad.

5.5. Lista de publicaciones cientificas

El presente trabajo de Tesis doctoral ha dado lugar a las siguientes publicaciones
cientificas:

1) “Mechanisms of DNA damage by photoexcited 9-methyl-p-carbolines”. M. Vignoni, F.
A. O. Rasse-Suriani, K. Butzbach, R. Erra-Balsells, B. Epe and F. M. Cabrerizo,
Organic and Biomolecular Chemistry, 2013, 11, 5300-5309.

2) “Chemical and photochemical properties of 2-methyl-p-carbolinium salts in aqueous
solution”. F. A. O. Rasse-Suriani, P. David Gara, R. Erra-Balsells and F. M. Cabrerizo
(en preparacién).

3) “Interaction between N-methyl B-carbolines and bovine serum albumin”. F. A. O.

Rasse-Suriani, R. Erra-Balsells and F. M. Cabrerizo (en preparacion).

Asimismo, durante su etapa de formacion doctoral, el Biogco. Federico A. O. Rasse
Suriani, participo en las siguientes publicaciones cientificas:

4) “pH Effect on the interaction and the photosensitization of 2’-deoxyadenosine-5’

211



Resumen y conclusiones generales

monophosphate (AAMP) by norharmane in aqueous solution”. M. M. Gonzalez, F. A.
O. Rasse-Suriani, C. A. Franca, Y. Gholipour, H. Nonami, R. Pis Diez, R. Erra-Balsells
and F. M. Cabrerizo. Organic and Biomolecular Chemistry, 2012, 10, 9359-9372.

5) “In vitro evaluation of B-carbolines alkaloids as potential anti-Toxoplasma agents”. M.
L. Alomar; F. A. O. Rasse-Suriani, A. Ganuza, V, M. Coceres, F. M. Cabrerizo and S.
O. Angel. BMC Research Notes, 2013, 6, 193.

6) “Chemical and photochemical properties of chloroharmine derivatives in aqueous
solutions”. M. P. Denofrio, F. A. O. Rasse-Suriani, J. G. Yafiuk, M. M. Gonzalez, E.
Wolcan, M. Seifermann, R. Erra-Balsells and F. M. Cabrerizo. Phys. Chem. Chem.
Phys., 2016, 18, 886-900.

5.6. Lista de comunicaciones en congresos, Simposios y/o reuniones nacionales e

internacionales

7) “Interaction between novel N-methyl-B-carboline derivatives and Bovine Serum
Albumin, a typical carrier protein” F. A. O. Rasse-Suriani, J. G. Yafiuk, S. Garcia
Einschlag, M. Gonzalez, R. Erra-Balsells, F. M. Cabrerizo. Xl Encuentro
Latinoamericano de Fotoquimica y Fotobiologia (XI ELAFOT), Cérdoba, Argentina,
Oct-2012.

8) “Mecanismos del dafio al ADN fotoinducido por 9-metil-B-carbolinas”. M. Vignoni, F.
A. O. Rasse-Suriani, K. Butzbach, J. G. Yafiuk, F. Simon, V. E. Alvarez, M. M.
Gonzalez, M. P. Denofrio, R. Erra-Balsells, B. Epe, F. M. Cabrerizo. Segunda Reunion
de Fotobidlogos Moleculares Argentinos, Cordoba, Argentina. Oct-2013.

212



