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RESUMEN

La resistencia de los microorganismos a diferentes antimicrobianos ha aumentado
considerablemente en los Gltimos afios. Por lo tanto, es necesario desarrollar terapias alternativas
para el control y tratamiento de enfermedades infecciosas. Asi, la inactivacion fotodindmica
(PDI) ha sido propuesta como una estrategia emergente para la erradicacion de patdgenos. En
este sentido, el uso de agentes fototerapéuticos inmovilizados en una matriz sélida permite la
recuperacion con posterioridad al tratamiento y una aplicacion sustentable. En este trabajo de
Tesis Doctoral se sintetizaron conjugados de derivados de porfirinas unidos a nanoparticulas
magnéticas. El nucleo magnético de FesOs funcionalizado directamente con grupos amino
(MNPNH?>) resulta ser un soporte inadecuado para inmovilizar fotosensibilizadores (PSs)
debido a la baja estabilidad. Sin embargo, este nucleo recubierto con una capa de silica y luego
funcionalizado con grupos amino (MNPSINH) mostro ser un soporte estable. En primer lugar,
se inmovilizd6 una porfirina anionica (TCPP) sobre dichas nanoparticulas. Mediante
espectroscopia UV-visible se corrobora la unién del PS al soporte. Estudios cinéticos con
distintos sustratos indican que TCPP inmovilizada produce eficientemente especies reactivas de
oxigeno (ROS). Estudios in vitro de PDI con la levadura Candida albicans y las bacterias
Staphyloccocus aureus (Gram positiva) y Escherichia coli (Gram negativa), muestran una
considerable disminucién de la viabilidad celular de los tres microorganismos. El resultado mas
interesante es que el conjugado es reciclable y reutilizable en la inactivacion de microbios hasta,
al menos, tres veces. Estos resultados motivaron la sintesis de nuevos PSs que adquieren cargas
positivas en la periferia del macrociclo tetrapirrdlico y de esta manera, se pueden obtener
conjugados que interaccionan mejor con las células microbianas. Asi, se disefiaron porfirinas
con simetria AsB y ABAB, con carécter anfifilico sustituidas por grupos amino y
perfluorofenilo. Dichos PSs muestran una importante actividad fotodinamica en solucion.
Ademas, se observa elevada PDI de los microorganismos, siendo AzB el mas eficiente. Por otro
lado, estas porfirinas se inmovilizaron sobre MNPSINH.. Estudios cinéticos e in vitro muestran
que el conjugado formado tiene buena actividad fotodinamica y una eficiente PDI de S. aureus.
Sin embargo, la principal desventaja de este procedimiento es el bajo rendimiento en la
obtencion de porfirinas asimétricamente sustituidas. Por lo tanto, se decidio trabajar con una
porfirina perfluorada (F20TPP) con simetria A4, la cual se obtiene con mayor rendimiento. Este
nuevo conjugado MNPSINH-F19TPP se modificé in situ para obtener grupos amino sobre la
periferia del macrociclo. EI conjugado MNPSIN*-F1sTPP-N*, el cual contiene cargas positivas
sobre los grupos amino de las nanoparticulas y de las porfirinas, es el méas eficiente en la PDI
de microorganismos y ademas, puede ser reutilizado. Finalmente, la exploracion del desarrollo
de nuevas estructuras para anclar a las nanoparticulas, lleva a la utilizacién de BODIPY's. Estas
moléculas basadas en la mitad del macrociclo tetrapirrélico presentan un procesos de sintesis y
purificacion son mas sencillos. A partir de un BODIPY fluorescente y otro con elevada actividad
fotodinamica se disefiaron conjugados MNPSINH-BODIPYs. Asi, fue posible obtener un
conjugado que actua como fluoroforo para la deteccion de infecciones y otro como agente
fototerapéutico con elevada eficiencia para la erradicacién fotodindmica de microorganismos.
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ABSTRACT

The resistance of microorganisms to different antimicrobials has increased in recent years.
Therefore, it is necessary to develop alternative therapies for the control and treatment of
infectious diseases. Thus, photodynamic inactivation (PDI) has been proposed as an emerging
strategy for the eradication of pathogens. In this sense, the use of immobilized phototherapeutic
agents in a solid matrix allows the recovery of it after treatment and a sustainable application.
In this PhD thesis, conjugates of porphyrin derivatives linked to magnetic nanoparticles were
synthesized. The magnetic core of Fe3sO4 functionalized directly with amino groups (MNPNH>)
turns out to be an inadequate support to immobilize photosensitizers (PSs) due to the low
stability. However, this core coated with a layer of silica and then functionalized with amino
groups (MNPSiINH>) was a stable support. First, an anionic porphyrin (TCPP) was immobilized
on these nanoparticles. The union of the PS to the support was observed by means of UV-visible
spectroscopy. Kinetic studies with substrates indicate that immobilized TCPP efficiently
produces reactive oxygen species (ROS). In vitro studies of PDI with the yeast Candida albicans
and the bacteria Staphyloccocus aureus (Gram-positive) and Escherichia coli (Gram-negative)
show a considerable decrease in the cell viability of these microorganisms. The most interesting
result is that the conjugate is recyclable and reusable in the inactivation of microbes up to at
least three times. These results motivate the synthesis of new PSs that acquire positive charges
in the periphery of the tetrapyrrolic macrocycle. In this way, the conjugates can have a better
interaction with microbial cells. Thus, porphyrins with AsB and ABAB symmetry were
designed with amphiphilic character bearing amino and perfluorophenyl groups. These PSs
show an important photodynamic activity in solution. In addition, the PDI of the
microorganisms was observed, being AsB the most efficient. On the other hand, these
porphyrins were immobilized on MNPSiINH,. Kinetic and in vitro studies show that the
conjugate presents appropriated photodynamic activity and an efficient PDI of S. aureus.
However, the main disadvantage of this process is the low yield in obtaining asymmetrically
substituted porphyrins. Therefore, a perfluorinated porphyrin (F20TPP) with As symmetry was
used, which can be synthetized in higher yield. This new conjugate MNPSINH-F19TPP was
modified in situ to obtain amino groups on the periphery of the macrocycle. The conjugate
MNPSIN*-F1s TPP-N*, which contains positive charges on the amino groups of nanoparticles
and porphyrins, is the most efficient in the PDI of microorganisms and can also be reused.
Finally, the exploration of the development of new structures for nanoparticles leads to the use
of BODIPYs. They are based on half of the tetrapyrrole macrocycle and have a simplest
synthesis and purification processes. From a fluorescent BODIPY and another with high
photodynamic activity, novel conjugates were designed MNPSINH-BODIPYs. Thus, it was
possible to obtain a conjugate that acts as fluorophore for the detection of infections and another
as a phototherapeutic agent with higher efficiency for the photodynamic eradication of
microorganisms.
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de MNPNH-TCPP (m), MNPNH: (®) y MNP (») (0,5 mg, 1,5 mg y 2,5 mg) e irradiadas
con luz visible durante 30 min y b) 2,5 mg de MNPNH-TCPP (5 um) (m), MNPNH: (&) y
MNP (») y expuestas a irradiacion con luz visible por diferentes tiempos (5, 15 y 30 min).
las células se incubaron con dichas concentraciones durante 30 min a 37 °C en la oscuridad.
células sin fotosensibilizador irradiadas (@). 118
Figura 22. Curva de crecimiento de @) C. albicans y b)E. coli. control oscuridad (o), control
iluminacién (), MNPNH-TCPP en oscuridad (Y) (10,0 mg, 15 um) y MNPNH-TCPP
iluminado(m) (10,0 mg, 15 um). absorbancia (A=660 nm) determinada en intervalos de 30
min. 120
Figura 23. Estudios de reutilizacion de MNPNH-TCPP en a) C. albicans, b) E. coliy ¢) S.
aureus (200 pl, ~108 UFC/mI) incubadas con 1,5 mg (4,5 pm) de MNPNH-TCPP durante 30
min, a 37 °C en la oscuridad, con posterior exposicién a la luz visible (30 minen ay b, 15
min en c). experiencias: (1) células sin MNPNH-TCPP y mantenidas en la oscuridad; (2)
células con MNPNH-TCPP en la oscuridad; (3) células con MNPNH-TCPP expuestas a la

luz visible; (4) nuevas células tratadas con MNPNH-TCPP recuperado de la experiencia 3
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(reutilizacion 1); (5) nuevas ceélulas tratadas con MNPNH-TCPP recuperado de la
experiencia 4 (reutilizacion 2). 123
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3 (reutilizacion 1); (5) nuevas células tratadas con MNPSINH-TCPP recuperado de la
experiencia 4 (reutilizacion 2). 139
Figura 30. Espectros de a) absorcién, b) emision de fluorescencia (Aexc = 515 nm) y ¢)

excitacion (Aem = 715 nm) de FsAPP (linea azul), fioapp (linea roja) and TAPP (linea rosa)

en DMF. 145
Figura 31.Graficos de primer orden para la fotooxidacion de dma fotosensibilizada por
FsAPP (m), F1oAPP (W) and TAPP (A) (Air = 420 nm) in DMF. 147

Figura 32. cantidad de FsAPP recuperada de a) C. albicans (~10° UFC/ml) y b) E. coli (~108
UFC/ml) tratadas con 2.5 pm ('¥), 5.0 um (m) y 7.5 um (A) de ps y c) s. aureus (~10°
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UFC/ml) tratada con 1.0 um ('¥), 2.5 um () y 5.0 um (A) de ps, para diferentes tiempos
de incubacion a 37 °C en oscuridad. 149
Figura 33. Cantidad de fi0app recuperada de a) C. albicans (~10° UFC/ml) y b) E. coli (~108
UFC/ml) tratadas con 2.5 um ('¥), 5.0 um (m) y 7.5 um (A) de ps y c) s. aureus (~10°
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Figura 35. Curvas de sobrevivencia de células sensibilizadas por F,APP; a) C. albicans (~1O6

UFC/ml) y b) E. coli (~1O8 UFC/ml) incubadas con 2.5 um (%), 5.0 um (m) and 7.5 um
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Figura 38. Sobrevivencia de a) C. albicans (~10® UFC/ml), b) E. coli (~108 UFC/ml)
tratadas con 5 um de FsAPP e irradiadas 15 y 5 min, correspondientemente y c) S. aureus
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(2) células irradiadas; (3) células tratadas con FsAPP en oscuridad; (4) células tratadas con

FsAPP irradiadas; (5) células irradiadas conteniendo 50 mm de azida de sodio; (6) células
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tratadas con FsAPP conteniendo 50 mm de azida de sodio, irradiadas; (7) células irradiadas
conteniendo 50 mm d-manitol; (8) células tratadas con fsapp conteniendo 50 mm D-mannitol
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tratadas con 5 um de tapp e irradiadas 15 y 5 min, correspondientemente y ¢) S. aureus (~108
UFC/ml) tratadas con 1 um de tapp y 5 min de irradiacion; (1) células en oscuridad; (2)
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Figura 41. a) espectro de absorcion de MNPSINH-f,app (linea continua) (A, ,,=422 nm),
MNPSINH-F,APP (linea discontinua) (., =426 nm), scattering de MNPSINH, (linea gris)
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SIMBOLOS Y ABREVIATURAS

Simbolos
A: cambio o variacion
¢: Coeficiente de absorcién molar

HO": radical hidroxilo
Kobs: Constante de velocidad observada

IC: Conversion interna

ISC: Entrecruzamiento de sistemas
Jem: Longitud de onda de emision
dex: Longitud de onda de excitacion
Airr: Longitud de onda de irradiacién

UM: micromolar

OrF: Rendimiento  cuantico de

fluorescencia

Da: Rendimiento  cuantico de

formacion de oxigeno singlete

D7 rendimiento  cuantico de

produccién de triplete.
O2"": radical anion superoxido

02(3%g): oxigeno molecular en estado
fundamental

O2(*Ag): oxigeno molecular singlete

A

SIMBOLOS Y ABREVIATURAS

B

(BF3-O(Et)2): trifluoruro de boro-éter

etilico.

C

Cocos: bacterias con forma esférica
CTS: caldo tripticasa soya.

D

DCM: diclorometano.

DDQ: 2,3-dicloro-5,6-diciano-1,4-
benzoquinona.

DMA: 9,10-dimetilantraceno.
DMF: N,N-dimetilformamida.

D20: agua deuterada u Oxido de
deuterio.

F

A: absorbancia.

ABMM: 2,2’-(antraceno-9,10-
diil)bis(metilmalonato) de sodio.

ACN: acetonitrilo.
Ar: argon
ATS: agar tripticasa soya.

FT-IR: espectroscopia infrarroja con
transformada de  Fourier  (Fourier
Transform Infrared Spectroscopy).

FsAPP: 5-perfluorofenil-10,15,20-tris-
(4-(3-N,N-dimetilaminopropoxi)fenil)-
porfirina

F10APP: 5,15-bis(perfluorofenil)-
10,20-bis(4-(3-N,N-dimetilamino
propoxi)fenil)) -porfirina

F20TPP:1,2,3,4-tetrakisperfluorofenil-
porfirina

G

GC-MS: cromatografo
acoplado a un detector de masa.

gaseoso
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H

h: horas

'HNMR: espectroscopia de resonancia
magnética nuclear de proton.

HPLC: cromatografia liquida de alta
presion.

HOMO: orbital molecular de mayor
energia ocupado

I: intensidad de emision a una cierta A
por parte de una molécula

ICS: intercruzamiento de sistemas

in situ: del latin “en el lugar” designa el
andlisis de un fenémeno exactamente en el
lugar y condiciones donde el mismo se
desarrolla

in vitro: del latin “dentro del vidrio” se
refiere a una técnica para realizar un
determinado experimento en un tubo de
ensayo (estudios desarrollados con
microorganismos en el laboratorio)

in vivo: del latin “dentro de lo vivo” se
refiere a experimentacion hecha dentro o
en el tejido vivo de un organismo vivo

L

LED: diodo emisor de luz (light
emitting diode), fuente de luz

LUMO: orbital molecular de mas baja
energia desocupado

M

MNP: nacleo magnético Fe3O4

MNPSI: nucleo magnético recubierto
con silica

MNPNHz2: nucleo magnético
funcionalizado con grupos amino
MNPSINHz2: nacleo  magnético

recubierto con silicica y funcionalizado
con grupos amino

MNPSIN*: nucleo magnético
recubierto con silicica y funcionalizado
con grupos amino metilados

MNPNH-TCPP:  conjugado  NP-
porfirina TCPP, con NP recubiertas sin
silica

MNPSINH-TCPP: conjugado NP-
porfirina TCPP, con NP recubiertas con
silica

MNPSINH-F:APP:
porfirina FsAPP

MNPSINH-FsPAP:
porfirina F1oAPP

MNPSINH-F19TPP: conjugado NP-
porfirina F2oTPP

MNPSIN*-F19TPP: conjugado NP-
porfirina F2oTPP. Grupos amino de las NP
metilados

MNPSINH-F16 TPP-N: conjugado
NP-porfirina F20TPP modificada in situ

MNPSIN*-F19TPP-N*: conjugado NP-
porfirina F2oTPP modificada in situ.
Grupos amino de las NP y de la porfirina,
metilados.

MNPSINH-FsPh-BOD-Ha:
conjugado NP-BODIPY FsPh-BOD-H2

MNPSINH-F4Ph-BOD-Br::
conjugado NP-BODIPY FsPh-BOD-Br;

MS: espectroscopia de masa

conjugado NP-

conjugado NP-

MSSA: Staphylococcus aureus
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I. INTRODUCCION

I.1. Resistencia a los antimicrobianos: una problematica mundial

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) es la capacidad de adaptacion de los
microorganismos que les permite crecer en presencia de antimicrobianos. Si bien cualquier tipo
de microorganismo puede desarrollar esta capacidad, la problematica es més grave en las
bacterias. Ante la variedad de antimicrobianos disponibles, los microorganismos pueden ser
resistentes a uno, varios, la mayoria o todos ellos. Las consecuencias de una infeccion por
gérmenes resistentes incluyen, entre otras, mayor duracion de la infeccion, mayor mortalidad,
internaciones mas prolongadas, pérdida de proteccion en el uso profilactico en cirugias y otros
procedimientos médicos e incremento de los costos de la atencion médica. Ademas, la
prevalencia creciente de RAM en seres humanos y en animales amenaza con erosionar a la
economia mundial por las pérdidas de productividad y el incremento de los costos de
tratamiento. En la 68.2 Asamblea Mundial de la Salud celebrada en mayo de 2015 se aprobd un
plan de accion mundial para luchar contra la resistencia a los antimicrobianos, incluida la

resistencia a los antibidticos, que es el tipo de farmacorresistencia que mas urge atajar *.

La resistencia a los antimicrobianos se esta produciendo en todo el mundo; estd minando la
capacidad para tratar las enfermedades infecciosas y socavando muchos otros avances en los
ambitos de la salud y la medicina. El objetivo del proyecto de plan de accion mundial es
garantizar, mientras sea posible, la continuidad de la prevencion y el tratamiento satisfactorios
de las enfermedades infecciosas con medicamentos eficaces, seguros y de calidad garantizada,

que se usen de modo responsable y sean accesibles a todas las personas que los necesiten.

La resistencia a los antibidticos afecta a todos los paises. Los pacientes con infecciones
causadas por bacterias farmacorresistentes corren mayor riesgo de tener peores resultados
clinicos y morir. Ademas, consumen mas recursos sanitarios que los infectados por cepas no
resistentes de las mismas bacterias. La resistencia de Klebsiella pneumoniae (bacteria intestinal
comun que puede causar infecciones potencialmente mortales) al tratamiento utilizado como
ultimo recurso (los antibidticos carbapenémicos) se ha propagado a todas las regiones del

mundo. K. pneumoniae es una importante causa de infecciones intrahospitalarias, como la
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neumonia, la sepsis o las infecciones de los recién nacidos y los pacientes ingresados en
unidades de cuidados intensivos. Debido a la resistencia, en algunos paises los antibi6ticos
carbapenémicos ya no son eficaces en mas de la mitad de los pacientes con infecciones por K.
pneumoniae.

La resistencia de Escherichia coli a una de las clases de medicamentos mas utilizadas en el
tratamiento de las infecciones urinarias (las fluoroquinolonas) estd muy generalizada. En
muchas partes del mundo hay paises en los que este tratamiento es ineficaz en mas de la mitad
de los pacientes.

La resistencia a los farmacos de primera linea para el tratamiento de las infecciones por
Staphlylococcus aureus (causa frecuente de infecciones graves en los centros sanitarios y en la
comunidad) es generalizada. Se calcula que los pacientes con infecciones por S. aureus
resistente a la meticilina ? tienen una probabilidad de morir un 64% mayor que los pacientes con
infecciones no resistentes.

La colistina es el ultimo recurso para el tratamiento de infecciones potencialmente mortales
por enterobacteriaceas resistentes a los antibidticos carbapenémicos. Recientemente se ha
detectado resistencia a la colistina en varios paises y regiones 3, y ello hace que las infecciones
por estas bacterias dejen de ser tratables.

Por otro lado, las infecciones por levaduras del género Candida sp. son cada vez mas
prevalentes en pacientes hospitalizados, especialmente en grupos de mayor riesgo como pueden
ser pacientes con neoplasia hematologica bajo tratamiento de quimioterapia y en cuidados
intensivos. La resistencia de Candida sp. representa un reto terapéutico que deja un menor
namero de posibilidades para el tratamiento de estas infecciones que se caracterizan, a su vez,

por una alta morbimortalidad.*

En cuanto al virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), se calcula que en 2010 el 7% de
las personas que iniciaron un tratamiento antirretrovirico (TAR), en los paises en desarrollo,
tenian VIH farmacorresistente. En los paises desarrollados la cifra era del 10-20%.
Recientemente, algunos paises han comunicado tasas de resistencia del 15% o mas en quienes
comienzan el tratamiento contra el VIH, y de hasta un 40% en quienes lo reinician. Es urgente

que se preste atencion a este problema.
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El aumento de la resistencia tiene importantes repercusiones econdémicas, dado que los
farmacos de segunda y tercera linea son, respectivamente, 3 y 18 veces mas caros que los de
primera linea.

En Argentina, segin datos de la Red de Vigilancia de la RAM, WHONET-Argentina, obtenidos
a través de una red de hospitales centinela distribuidos en todo el territorio, se ha encontrado la
presencia de Klebsiella pneumoniae en mas de 250 establecimientos de salud de alta y mediana
complejidad. Se estima que, durante 2013, el riesgo de desarrollar una infeccion severa por esa
bacteria habria alcanzado a 1 de cada 2000 personas internadas en el Area Metropolitana de Buenos
Aires. Otra situacion preocupante son las cepas bacterianas que poseen la capacidad adicional de
subsistir y diseminarse por fuera de las instituciones de salud, afectando a la comunidad en general.
Prueba de ello es Staphylococcus aureus “meticilino-resistente” que ha alcanzado niveles de
prevalencia en la comunidad superiores a los observados a nivel hospitalario. Del mismo modo, y
como consecuencia de la actividad antropomorfica, se han encontrado genes (con o sin los huéspedes
bacterianos) que codifican mecanismos de resistencia antimicrobiana en fuentes de agua (rios,
estanques naturales de aguas, plantas de tratamiento de desechos urbanos y plantas potabilizadoras
de agua) y en el agua a término, constituyendo una amenaza sin precedentes para la salud de la

poblacion general.®
I.1.1. Factores que aceleran la aparicion y propagacion de la RAM

La RAM es un fenébmeno que aparece de forma natural con el tiempo, generalmente por
modificaciones genéticas. Sin embargo, el proceso se ve acelerado por el mal uso y el abuso de
los antimicrobianos. En muchos lugares hay un abuso y mal uso de los antibidticos tanto en las
personas como en los animales, y es frecuente que se administren sin supervision de un
profesional. Como ejemplos de uso incorrecto se pueden citar su administracion para tratar
infecciones viricas (como los resfriados o la gripe), su uso como estimulantes del crecimiento

de animales o para prevenir enfermedades en animales sanos.

Los microbios resistentes a los antimicrobianos estan presentes en las personas, los animales
y el medio ambiente (agua, suelo y aire). Estos pueden transmitirse de persona a persona o entre
las personas y los animales, inclusive a través de la alimentacion de origen animal. ElI mal
control de las infecciones, las condiciones sanitarias deficientes y la manipulacion inadecuada

de los alimentos fomentan la propagacion de la RAM.
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1.1.2. Medidas de prevencion en Argentina

En 2015, la Resolucion conjunta de los ministerios de Salud y ex Agricultura, Ganaderia y
Pesca No. 834/2015 Y 391/2015, con un abordaje interdisciplinario adoptado con el concepto
“Una salud”, impulsado por la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE) y la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS), formalizé la Estrategia Argentina para el Control de
la Resistencia Antimicrobiana. A traves del Programa Nacional de Vigilancia de la RAM en
animales de consumo, creado y aprobado mediante la Resolucion Senasa 591/2015, se busca
como objetivo primario determinar y monitorear de forma sostenida en el tiempo, la prevalencia
de la resistencia de bacterias comensales y zoonoéticas, a diferentes antimicrobianos de
importancia en salud humana; y asi poder evaluar posibles medidas que permitan retrasar o
impedir la diseminacidn de bacterias resistentes y, de esta manera, minimizar su riesgo potencial
sobre la salud publica y animal. El segundo objetivo es reducir la pérdida de eficacia de
principios activos esenciales (antimicrobianos), priorizados a nivel internacional a través de un
listado de “antimicrobianos de importancia critica” por su uso esencial en medicina humana, y
al tener estos en la actualidad escasos o ningun sustituto, el Senasa promueve la difusion de
informacidn sobre el uso responsable de los antimicrobianos y buenas practicas agropecuarias,
con la finalidad de minimizar la utilizacion de estos, sin comprometer la salud de los animales

o la actividad de produccién pecuaria.
1.2. Tratamiento de las enfermedades infecciosas

Las infecciones de las vias respiratorias inferiores contindan siendo la enfermedad
transmisible més letal. En 2016 causaron tres millones de defunciones en todo el mundo. La tasa
de mortalidad por enfermedades diarreicas, que se redujo casi un millén entre 2000 y 2016, fue
de 1,4 millones de muertes en 2016. También ha disminuido el nimero de muertes por
tuberculosis durante el mismo periodo, pero esta enfermedad continda siendo una de las 10
principales causas de muerte, con 1,3 millones de fallecimientos. En cambio, la infeccién por el
VIH/sida ya no Figura entre las 10 primeras causas; si, en 2016, fallecieron 1,1 millones de
personas por esta causa, en 2000 esta cifra se redujo hasta los 1,5 millones. Aproximadamente
el 40 % de las muertes registradas en 2016 en paises de ingresos altos se debieron a infecciones
respiratorias, enfermedades diarreicas y VIH/SIDA. Sin embargo, la situacién es ain mas grave

en paises de ingresos bajos, donde el mismo grupo de enfermedades junto con el paludismo y
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la tuberculosis, causan alrededor del 70 % de las defunciones, debido a controles sanitarios mas
deficientes.

Para disminuir el nimero de muertes causadas por enfermedades infecciosas, a nivel mundial
se estan realizando mejoras en los sistemas basicos e integrales de seguimiento, en la
monitorizacion y prevencion de la RAM. Tanto en los paises de altos como de bajos ingresos,
de a poco se estan estableciendo politicas que garantizan la seguridad e higiene, el acceso al
agua potable, el control de las infecciones en los centros sanitarios y la vacunacién. Sin embargo,
es imperativo el desarrollo de nuevas drogas y metodologias antibimicrobianas.® Algunos de los

tratamientos antimicrobianos alternativos que se han desarrollado son:

> Modificacion del fenotipo bacteriano: tratamiento basado en cambiar las
caracteristicas morfoldgicas y de desarrollo, ademas de las propiedades bioquimicas, la
conversion fenotipica a la resistencia a los antibidticos y el fenotipo menos virulento.’

> Terapia con bacteriéfagos: consistente en la utilizacién de fagos (virus que
invaden a las células bacterianas) que generalmente alteran el metabolismo bacteriano causando
lisis.®

> Tratamiento con bacteriocinas: se trata de péptidos secretados por una amplia
variedad de bacterias con el objetivo de eliminar la competencia del medio.®*°

Frente a la problematica de RAM se hacen necesarias mas inversiones e innovaciones en la
investigacion y desarrollo de nuevos antimicrobianos, vacunas y pruebas diagnosticas. Desde
este enfoque, el presente trabajo de investigacion pretende abordar un método alternativo al
tratamiento de infecciones que no generen RAM vy que pueda erradicar las enfermedades
infecciosas que, desde hace afios, son dificiles de combatir, generando un alto porcentaje de

muertes en el mundo.

1.3. Inactivacion fotodindmica: tratamiento alternativo al uso de antimicrobianos

La inactivacion fotodindmica (PDI, del inglés photodynamic inactivation) surge como una

de las metodologias alternativas para el tratamiento de microorganismos patogenos.

La PDI es un nuevo enfoque para matar o eliminar los patdgenos que estan infectando un
tejido 2. Todos los estudios que han examinado la muerte de las bacterias resistentes a los

antibioticos por PDI, han encontrado que son igual de susceptibles que sus homologos no
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tratados previamente = (o incluso mas susceptibles *4). Por otra parte se esta investigando la
posibilidad de utilizar esta técnica no sélo para la aplicaciéon en el campo de la clinica sino
también, en aplicaciones medioambientales, mas especificamente para la inactivacion de

microbios patogenos en el agua de consumo y aguas residuales o industriales >/,

1.3.1. Antecedentes de la PDI

Maés de tres mil afios antes de la era moderna, se trataba el raquitismo, entre otras
enfermedades, mediante bafios de sol, lo que se conocia como helioterapia 8. Estas practicas
pueden considerarse como fototerapias, ya que combinan la accion de la luz sobre el cuerpo del
paciente, sin administrar ningdn farmaco PS externo °. A principios del siglo XIV a. C. las
técnicas han ido evolucionando en paises como la India y Egipto con la administracion de
extractos de plantas, que contienen psoralenos (Figura 1 a), a enfermos de psoriasis y vitiligo en
combinacion con la exposicion a la luz solar 2°. Dichas técnicas se engloban en el término
fotoquimioterapia, ya que las acciones terapéuticas se obtienen mediante la absorcion de un

fotdn por un sensibilizador exdgeno °.

A principios del siglo XX, los cientificos Oscar Raab y Hermann von Tappeiner (Universidad
de Ludwig-Maximillian, Munich, Alemania), observaron que los paramecios (organismos
unicelulares de la clase Protista) incubados con acridina (Figura 1b) morian al ser expuestos a
la luz solar, pero sobrevivian en la oscuridad ?*. Poco después von Tappeiner y el dermat6logo
Munich Jesionek fueron los primeros en utilizar este descubrimiento, como la base de una
terapia, cuando pintaron la eosina (Figura 1 c), colorante de xanteno, en un carcinoma de células
basales de la piel de un paciente e iluminaron con luz solar 22, Este fue el primer uso de la terapia
fotodinamica (PDT, del inglés photodynamic therapy) para el tratamiento de una enfermedad.
En 1904 estos investigadores establecieron la importancia del oxigeno atmosférico en este
fendomeno y se propuso el término “accion fotodinamica” 23, haciendo énfasis en el
requirimiento de oxigeno para que la fotosensibilizacién ocurriese. En 1972, impulsada por los
descubrimientos de los investigadores como Lipson y Baldes en los Estados Unidos., se informo
el uso de un derivado de hematoporfirina, combinado con la luz roja para el tratamiento de

cancer de vejiga en animales 2* y en los seres humanos 2°.
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Figura 1. Estructura de la molécula a) psolareno, b) acridina y c) eosina.

En la actualidad, la fototerapia es una tecnologia médica bien establecida, con aplicaciones
tan diversas como la fotoestimulacion de la biosintesis de la vitamina D, el tratamiento de la
hiperbilirrubinemia (ictericia) neonatal y de psoriasis, por ejemplo. La técnica se estd
extendiendo a afecciones que se caracterizan por un crecimiento excesivo de células no deseadas
0 anormales, tales como degeneraciones musculares relacionadas con la edad, hiperplasia

protatica benigna y enfermedades dermatoldgicas 262,
1.3.2. Generalidades de la accion fotodinamica

La accion fotodindmica hace referencia al efecto fotodinamico, el cual se basa en la induccion
del dafio o muerte celular mediante la combinacion de luz visible, un agente fotosensibilizador
(PS, del inglés photosensitizer) apropiado y oxigeno molecular en su estado fundamental triplete
02(3%g). Un PS es una molécula capaz de excitarse y transferir la energia a otras moléculas,
cuando es irradiado con luz. Farmacoldgicamente es utilizado como droga xenobiotica que
incrementa la fotosensibilidad de un organismo. Los PS derivados de macrociclos tetrapirrélicos
estan representados por: porfirinas, clorinas, bacterioclorinas, azaporfirinas, ftalocianinas,
naftalocianinas y porficenos (Figura 2). Algunos de estos se han propuesto en los ultimos afios

como posibles agentes fototerapéuticos. 28

Una de las aplicaciones médicas méas importantes de la accion fotodinamica es la PDT para
el tratamiento del cancer, conocida también como fotoquimioterapia. Este tipo de terapia
involucra la administracién de un PS, el cual es incorporado y acumulado selectivamente en
células tumorales. La posterior exposicion de las mismas con luz de una longitud de onda

apropiada provoca la muerte celular 2°32, La PDT presenta un gran interés clinico para ser
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aplicada en tratamientos, como los endoscOpicamente accesibles, por ejemplo, tumores en
pulmones y vejigas, como asi también para tratamientos gastrointestinales y ginecoldgicos. En
este Gltimo tiempo, nuevos PS se aplican en otros campos de la medicina como oftalmologia y
dermatologia 2> *. En el presente, existe una gran variedad de aplicacion de PS con efectos
biolégicos muy diversos, tales como herbicidas 3+%, insecticidas 6%, antibacterianos 34,
antifungicidas #*3, antivirales ***°. Ademas, muchos de ellos se aplican para la
fotoesterilizacion de agua %, fluidos bioldgicos y sangre contaminados con organismos

patogenos 448,

Porfirina Clorina Bacterioclorina

O

Ftalocianina

Naftalocianina

Figura 2. PS derivados de macrociclos tetrapirrolicos.
1.3.3. Fundamentos, condiciones 6ptimas y ventajas de la PDI

La PDI de microorganismos (Esquema 1) se basa en la administracion de un PS, el cual se
acumula preferencialmente en la célula microbiana. La subsiguiente irradiacion con luz visible
del area afectada, en presencia de oxigeno, induce la actividad fotodindmica a través de la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS, por su denominacion en inglés Reactive
Oxygen Species). Dichas especies reaccionan con ciertas macromoléculas de la célula

microbiana, lo que conduce a un dafio letal en el microorganismo “¢-4°. La PDI posee la ventaja,
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sobre otras terapias, en tener una selectividad dual, ya que, no sélo el PS puede ser especifico
de una clase de células, sino que también la luz puede ser irradiada puntualmente en el area
afectada *°. La selectividad del PS por las células microbianas se demostrd experimentalmente
por investigaciones in vitro. Estas ponen de manifiesto que los fibroblastos y queratinocitos
(algunos de los compuestos mas frecuentes de tejidos humanos) no muestran dafios luego de ser
irradiados con luz visible, en condiciones que provocan gran disminucion en la superviviencia

de agentes infecciosos tipicos °L.

Administracion < )32
del PS

Irradiacion |
con luz visible

Microbios Acumulacion Inactivacion de los
selectiva microorganismos

Esquema 1. Proceso de inactivacion fotodindmica para el tratamiento de tejidos infectados.

La primera etapa de la PDI, depende del tiempo de incubacion de las células patdgenas con
el PS. En el caso de los microorganismos, la unién debe ser de unos pocos minutos,
independientemente del tipo de molécula que se emplee. Este paso es de suma importancia
debido a que la dosis de PS es del orden micromolar. Asi, a estas concentraciones no hay
acumulacion significativa de estas moléculas en las células mamiferas del huésped %2 La segunda
etapa de la PDI, que consiste en la irradiacién de una lesién infectada, se lleva a cabo unos pocos
minutos después de la deposicion tdpica del PS.

Diversos estudios indican que la PDI es particularmente adecuada para el tratamiento de
infecciones microbianas localizadas, incluyendo aquellas que se han vuelto cronicas después de

tratamientos prolongados 53°°. Entre sus caracteristicas favorables, se encuentran:

» La posibilidad de desarrollar regimenes de tratamiento que actian de manera eficiente
contra la mayoria de los patdgenos microbianos, incluyendo bacterias Gram positivas y

negativas, levaduras, hongos, protozoos y parasitos %,
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» La alta susceptibilidad exhibida por un gran numero de cepas microbianas sin aparicion

de especies resistentes, incluso después de multiples tratamientos %,

> El bajo riesgo de inducir efectos genotdxicos y mutagénicos tanto en las células huésped

como en las microbianas °*.
> La posibilidad de ser aplicada sola 0 combinada con otros antimicrobianos 2.

> La selectividad del agente por el microorganismo. El patdgeno es inactivado con una
concentracion de PS y con una dosis de luz mucho mas bajas que las necesarias para un

efecto similar en células eucariotas .

> La répida velocidad de accion de la PDI en comparacion con los antibioticos que
normalmente requieren muchos dias o semanas para ser eficaces, lo que hace mas facil

que los microorganismos muten y se vuelvan resistentes a los farmacos .

» La irradiacion puntual sobre el area afectada lo que permite localizar el tratamiento.
Incluso, infecciones profundas pueden ser asistidas con esta terapia, gracias a los avances
continuos en la tecnologia de fibra dptica ®°.

A pesar de todas las ventajas nombradas, el tratamiento esta en pleno desarrollo y es
imprescindible continuar con las investigaciones para encontrar, tanto los PS mas eficientes,

como la tecnologia apropiada para su uso.
1.3.4. Mecanismos de fotosensibilizacién

La combinacion de un PS, luz y 02(3%g) produce un dafio bimolecular y ocurre basicamente
por dos mecanismos. Incialmente, el estado basal del PS (°PS) tiene un par de electrones
apareados con espines opuestos en un orbital molecular, por lo que, es un estado singlete ©°.
Cuando se irradia con luz de longitud de onda adecuada, uno de sus electrones es promovido
desde el orbital molecular de méas energia ocupado (HOMO) hacia el orbital molecular de menor
energia desocupado (LUMO), constituyendo el estado excitado. Debido a que el electrén
conserva su spin en el proceso, dicho estado se denomina estado excitado singlete (*PS") y se
caracteriza por tener un tiempo de vida corto (nanosegundos) . EI PS en el estado excitado
puede perder su energia por la emision de un foton (fluorescencia) o convertirla en calor, lo que
se conoce como relajacion vibracional no radiativa. A su vez, el 'PS" puede sufrir un

acoplamiento spin-Orbita, produciendo un entrecruzamiento de sistemas (ICS) y pasar al estado
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excitado triplete (*PS”). 3PS” tiene un tiempo de vida mas largo que PS”, del orden de micro y
milisegundos, debido a que el electron en el LUMO posee un espin paralelo al del HOMO. En
estas condiciones, el estado excitado no puede volver facilmente a su estado fundamental, ya
que es un proceso prohibido por espin y por otro lado, no cumpliria con el principio de exclusién
de Pauli ®. Por lo tanto, en el estado excitado triplete, la energia del PS puede disiparse por un
decaimiento térmico o por un proceso radiativo, conocido como fosforescencia.

Basicamente, pueden ocurrir dos mecanismos después de la fotoactivacion del PS, los cuales
son considerados los principales implicados en el fotodafio de células, llamados mecanismo

Tipo Iy Tipo Il (Esquema 2 y Esquema 3):

> Mecanismo Tipo I: transferencia de electrones o hidrégeno. El sensibilizador *PS”
puede reaccionar con un sustrato de origen biolégico (BioH), tal como una biomolécula,
para formar radicales libres o iones radicales a través de una transferencia de electrones
o de protones. La mayoria de estos radicales reaccionan instantaneamente con O2(3Zg)
para generar una mezcla de especies reactivas de oxigeno (ROS), tales como radical
anion superdxido (02*), perdxido de hidrogeno (H20) y radical hidroxilo (OH®) ©7.
Estos intermediarios son capaces de oxidar una amplia variedad de biomoléculas y
producir la inactivacion de las células de microorganismos. Al igual que H20; el radical
OH® puede atravesar facilmente las membranas bioldgicas produciendo los dafios

correspondientes °8.

» Mecanismo Tipo Il: transferencia de energia. En este proceso la energia del estado
triplete del sensibilizador excitado (3PS es transferida a O2(*%q) para formar oxigeno
singlete O2(*Ag). La larga vida de 3PS” le permite reaccionar con el oxigeno en su estado

fundamental y producir el dafio oxidativo caracteristico de la PDI .
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Esquema 3. Mecanismos de accion fotodinamica: Tipo 'y Tipo Il.

Formacion de oxigeno molecular singlete

En el proceso de transferencia de energia de *PS” a 20, una tnica molécula de PS puede ir a
través de varios ciclos produciendo moléculas de O (*Ag). La molécula de oxigeno es
excepcional debido a que su primer estado excitado tiene un valor de energia muy bajo, y la
Unica condicion para generar Oz (*Ag) es que *PS” tenga una energia mayor a 0,96 eV (92,6
kJmol?). Considerando que la energia necesaria para pasar del estado singlete al triplete, de la
mayoria de los PS es de 40 kimol™, la transicion para obtener PS™ debe ocurrir a una longitud
de onda menor que 850 nm.%®

El proceso de fotosensibilizacion del tipo Il se puede dividir en dos etapas: la formacién de

02 (*Ag) y su posterior ataque al medio bioldgico. El rendimiento cuantico de formacion de O
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(*Ag) (Da) del PS es un parametro importante para evaluar su potencial aplicacion en PDI. En
principio, !PS” y *PS” podrian generar O (1Ag), sin embargo debido a que el tiempo de vida de
1pS™ es relativamente corto (del orden de los nanosegundos), se supone que 3PS” es la especie
responsable de la produccién de la especie excitada del O2. El valor de ®a depende de las
condiciones experimentales utilizadas para su determinacion, como lo son el tipo de solvente y
las caracteristicas de PS. *°

El valor de ®x puede determinarse usando diferentes métodos. © Uno de los métodos
involucra la observacion directa de la luminiscencia que produce la relajacion del Oz (*Ag) ~1270
nm. Otra posibilidad esta basada en el andlisis cuantitativo de reacciones que ocurren entre un
sustrato organico o biolégico (actindmetro) y el Oz (*Ag). Un actindmetro ideal debe cumplir
con ciertos requisitos para obtener valores confiables de la constante de reaccion quimica (kr):
i) Los espectros de absorcion del actindmetro y el PS no deben superponerse; ii) No deben
producirse interacciones entre el estado fundamental y el estado excitado del actinémetro y el
sustrato; iii) La reaccion entre el actinometro y O, (*Ag) debe ser sélo de naturaleza quimica e
insignificante la desactivacion fisica (los productos de la reaccion no deben ser reactivos en las
condiciones de reaccidn); iv) La presencia del actindmetro no debe modificar la concentracion

en estado estacionario del Oz (*Ag).™
Reacciones de ROS

En general, los efectos nocivos de las ROS en la célula son dafios al ADN, oxidacion de
acidos grasos poliinsaturados y oxidacion de aminoacidos en las proteinas t (albimina y

globulina).

En particular, el O2(*Ag) reacciona con los dobles enlaces de estructuras macromoleculares

ciclicas de forma diferente (Esquema 4):

» Puede participar en cicloadiciones de Diels-Alder, dando como resultado la formacién

de endoperdxidos puenteados.’

» Se adiciona a un doble enlace carbono-carbono para formar un anillo inestable de 1,2-

dioxetano.”?

» Se afade a uno de los carbonos de un doble enlace, desplazandolo a un carbono vecino

y formando un hidroperdxido (reaccion eno).”
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Es asi como el O2(*Ag) modifica las cadenas laterales de los aminoacidos aromaticos,
especificamente tirosina, histidina y triptéfano. Ademas, reacciona con los aminoacidos cisteina
y metionina para formar varios sulfoxidos debido a las relativamente altas densidades de
electrones que poseen los restos de azufre.® Por otro lado, esta ROS puede conducir a la extensa
carbonilacion de proteinas y es responsable de la destruccion de grupos prostéticos (por ejemplo,
el hemo en la catalasa).® ’# Ademas, lleva a cabo reacciones de tipo eno con lipidos insaturados
para formar hidroperoxidos. Reacciona con el colesterol para dar lugar a hidroperdxidos,” y
con componentes del &cido desoxirribonucleico (ADN), particularmente con guanina y timina
(nucledsidos de purina) para producir endoperdxidos inestables y altamente reactivos.Todas
estas reacciones, inducen dafios en ciertas biomoléculas, lo que conlleva a una pérdida de sus

funciones bioldgicas conduciendo a la inactivacion celular.

hv + PS | (|)
\ 02(3 g) 0]

hv + PS —O0
b) H - |
0,(°2 o) ——0
/ hv + PS T
0,(°%,) ‘ 0
H

Esquema 4. Reacciones de oxigeno singlete: a) cicloadicion [2+4], b) cicloadicion [2+2] y ¢)
adicion 1,3-eno.

1.3.5. PDI de Microorganismos

Las células microbianas presentan diferentes caracteristicas bioldgicas, morfologicas y
fisiologicas, por lo que la susceptibilidad a los procesos de fotosensibilizacion pueden ser
significativamente diferentes, segin el microorganismo sobre el que se apliquen ’®. En varios
casos, las infecciones son causadas por una flora microbiana heterogénea, por lo que el protocolo
aprobado para el tratamiento de estas infecciones debe ser eficaz y adecuado para un amplio

espectro de microbios. >
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1.3.5.1. PDI de infecciones bacterianas

La estructura basica de una célula bacteriana consiste en una bicapa lipidica, la membrana
plasmatica, la cual encierra al citoplasma, una solucion acuosa de proteinas, enzimas, nutrientes
y sales, donde ocurren los procesos fisicos y quimicos que permiten la vida y que se caracteriza
por contener a la molécula de ADN. A su vez, la mayoria de los microorganismos cuentan con
una pared celular por encima de la membrana plasmatica débil, que les confieren rigidez y los
protege de las agresiones del medio ',

En 1884, el médico danés Christian Gram desarrollé un procedimiento de tincion que lleva
su nombre, con el cual pudo diferenciar bacterias segun la composicion de su envoltura celular.
Aquellas bacterias que se tifien con el pigmento utilizado (violeta de cresilo) durante los
procedimientos de tincidn en el laboratorio, se denominan Gram positivas, mientras que las que
no lo retienen son llamadas Gram negativas. '

Las bacterias Gram positivas contienen una pared celular formada por una capa gruesa de
peptidoglucano (Figura 3). Este polisacarido se constituye principalmente de N-
acetilglucosamina, N-acetilmuramico y los aminoacidos L-alanina, D-alanina, D-glutamico y
lisina, 0 en otros casos, 4cido diaminopimélico ’°. Los azucares forman laminas que se
mantienen unidas por péptidos, constituyendo una fuerte estructura tridimensional. Ademas, la
pared celular contiene proteinas y una serie de polisacaridos denominados éacidos teicoicos,
cuyos grupos fosfatos son responsables de la carga negativa presente en la pared.

Staphylococcus aureus, responsable de abscesos, dermatitis, infecciones localizadas y
posibles gastroenteritis, también conocida como la bacteria intrahospitalaria; Streptococcus
pyrogenes, causante de infecciones supurativas en el trayecto respiratorio, asi como fiebre
reumatica; Clostridium tetani, responsable del tétanos; son ejemplos de bacterias Gram
positivas.

Por otro lado, las bacterias Gram negativas poseen una capa delgada de peptidoglucano, la
cual esta unida a una segunda membrana externa por medio de lipoproteinas (Figura 4).

Dicha membrana esta compuesta por lipopolisacaridos. El sistema de pared y membrana es
altamente organizado, presentando un casi continuo de cargas negativas que estan parcialmente
neutralizadas por los cationes Mg?* y Ca?*, aportando a las bacterias una fuerte proteccion a
ataques externos. Por esta razon, las Gram negativas son uno de los principales desafios para

cualquier tipo de tratamiento. Neisseria gonorrhoeae, causante de la gonorrea, Neisseria
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miningitidis, causante de la meningitis, son algunos ejemplos de cocos gram negativos. Mientras
que en bacilos gram negativos causantes de enfermedades podemos encontrar a Klebsiella
pneumoniae (infecciones respiratorias), Escherichia coli (infecciones urinarias), Salmonella
typhi (infecciones gastrointestinales), entre otras.

Estudios in vitro con microorganismos indican que las bacterias Gram positivas son
susceptibles a la inactivacion fotodindmica causada por diferentes PS, mientras que las Gram

negativas muestran resistencia a la accion de agentes neutros, principalmente. &
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Figura 3. Membrana y pared celular de bacterias Gram positivas
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Figura 4. Membrana y pared celular de bacterias Gram negativas.

1.3.5.2. PDI de Infecciones fungicas

Estas infecciones no solamente son causadas por agentes ya conocidos sino también por
patégenos emergentes, considerados no patégenos o contaminantes de laboratorio. Ademas, el
grupo de pacientes de riesgo aumentd debido a la pandemia del virus de inmunodeficiencia
humana (HIV), lo que no s6lo provoc6 un aumento en las infecciones causadas por hongos

oportunistas, sino también por los agentes de micosis endémicas 8.

Las infecciones por Candida albicans (levadura, hongo unicelular), han aumentado
notablemente en los ultimos 30 afios. Pueden ocasionar afecciones cutaneo- mucosas Yy
sistémico-profundas en pacientes inmunocomprometidos. Las células de C. albicans estan
rodeadas por una pared celular rigida compuesta principalmente por polisacaridos solubles e
insolubles, como quitina, B-glucanos y manoproteinas (Figura 5). La permeabilidad de la pared
de los hongos es intermedia entre la permeabilidad de las paredes de Gram positivas y las Gram
negativas. En consecuencia, la envoltura celular actia como una barrera de permeabilidad muy

efectiva, la cual es relativamente impermeable a drogas neutras y anionicas 2.
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Figura 5. Membrana y pared celular de célula fungica
1.3.6. Caracteristicas de los PS para PDI

Teniendo en cuenta las caracteristicas bioquimicas y morfologicas de las células microbianas,
se pueden mencionar las siguientes propiedades de un PS que le permiten actuar de manera

efectiva en la PDI de microorganismos:

» Proceso de sintesis reproducible y adecuado para la purificacion correspondiente.

> Alto coeficiente de absorcion (g, M™t.cm™) en las longitudes de onda a las cuales la luz
penetra mas profundamente en los tejidos (ventana terapéutica, 600-800 nm).

» Minima toxicidad en la ausencia de luz.

» Largo tiempo de vida del estado excitado triplete, del orden de los micro o milisegundos,
para producir efecientemente ROS.

» Alto rendimiento cuéntico de formacidn de triplete (@) para favorecer la generacién de
ROS.

» Apropiada energia del estado triplete (ET>95 kJ/mol) para transferir eficientemente la
energia al estado fundamental del oxigeno molecualr.

» Emision de fluorescencia adecuada, para poder detectar sus distribucion en sistema in
vivo.

» Buena solubilidad en fluidos bioldgicos. Las propiedades fotofisicas del PS varian segun
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éste se encuentre en forma monomérica o0 agregada, y por lo tanto esto afectara
directamente el dafio fotodinamico.

» Lipofilicidad moderada. Compuestos muy lipofilicos quedaran atrapados dentro de la
membrana plasmatica, mientras que las moléculas altamente hidrofilicas se ubicaran en el
medio acuoso extracelular, dificultando la incorporacion 2°.

» Fotoestabilidad adecuada. La fotodescomposicion puede ser una ventaja o una desventaja
en los tratamientos de PDI. Si se descompone muy rapido, el efecto fotodinamico puede
ser incompleto, pero una velocidad de descomposicion apropiada, la cual permita primero
inactivar las células y luego eliminar el PS del medio, disminuye el efecto fotocitotoxico
remanente.

» Alta selectividad por el microorganismo y baja toxicidad en otros tejidos. La sintesis de
fotosensibilizadores asimétricamente sustituidos en la periferia del macrociclo permite la
combinaciéon de grupos hidrofébicos e hidrofilicos en una molécula sensibilizadora,
produciendo un eje de polaridad intramolecular &, Este efecto puede producir una mejor
incorporacion, lo cual es un prerrequisito para un tratamiento fotodinamico efectivo 84, El
mecanismo de accién de los compuestos con actividad terapéutica esta influenciado por
sus propiedades fisicoquimicas y por las interacciones especificas (puente de hidrégeno,
transferencia de carga, interacciones electron dador-aceptor) y no especificas (causadas
por efectos de polaridad-polarizabilidad) en las que puedan participar con el entorno
bioldgico.

» Alta habilidad para inducir la inactivacion celular, ain a bajas dosis de luz irradiada.

» Localizacién preferentemente en la membrana citoplasmatica del microorganismo, debido
a que alli se encuentran componentes gque reaccionan con ROS, provocando la muerte

celular por un dafio en la membrana, en lugar de implicar el material genético ®.
1.3.6.1. Porfirinas
1.3.6.1.1. Caracteristicas generales

Los nucleos porfirinicos consisten de cuatro anillos del tipo pirrélico unidos por grupos
metino originando un macrociclo (Figura 6). Las porfirinas son estructuras planas con un
tamafio de aproximadamente 9 A de didmetro y con una cavidad central de 4 A que permite

acomodar una gran variedad de iones metélicos logrando, de esta manera, variar las propiedades
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del macrociclo. El aumento de sustituyentes en la periferia causa superposicion de orbitales
conduciendo a la deformacion en la planaridad del macrociclo.

Las porfirinas son sistemas aromaticos, debido a que poseen 18 electrones  conjugados, que
cumplen con la regla de Huckel. La energia de estabilizacidn por resonancia no ha sido medida

pero se estima que es de ~1200 kJ/mol °. El sistema es rigido y, en ausencia de sustituyentes,

Le

muestra considerable estabilidad térmica.

o
&

.-

Figura 6. Estructura molecular del macrociclo tetrapirrélico de porfirinas (A, B, Cy D
representan grupos sustituyentes) (izquierda) e imagagenes en tres dimensiones (3D) del
macrociclo (derecha).

Estos PS son cristales de color pdrpura, que al irradiarlos en solucién presentan fluorescencia
color roja. Debido a que su esqueleto basico es hidrofébico, es necesario funcionalizarlas para
mejorar su solubilidad en solventes polares. Algunas de ellas derivan de productos naturales,
por ejemplo, la hematoporfirina de la sangre. Estos PS pueden ser obtenidos mediante sintesis
quimicas.

La elevada absorcion en la zona visible del espectro, la estabilidad quimica aportada por su
estructura aromatica y la baja toxicidad en la oscuridad, son propiedades de las porfirinas que

generan ventajas frente al uso de otros PS.
1.3.6.1.2. Sintesis de porfirinas

La sintesis de porfirinas es de suma importancia debido a que involucra un amplio espectro

de aplicaciones cientificas. El control de la disposicidn de diversos sustituyentes en la periferia
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del macrociclo permite el disefio y adaptacién para aplicaciones especificas. Existen dos
patrones diferentes de sustitucion, posicién £ o0 meso, como se indica en la Figura 7.

Las pg-porfirinas se asemejan a otras porfirinas ya existentes en la naturaleza, mientras que
las meso-porfirinas no presentan homalogos biol6gicos directos; sin embargo, se han encontrado
amplias aplicaciones como modelos biomiméticos y como Gtiles componentes en materiales
quimicos °. La popularidad de la sintesis de porfirinas meso-sustituidas es debida a su sintesis

facil, a partir de reactivos disponibles y no son necesarias condiciones de reaccion extremas.

B

Meso

Figura 7. Posiciones meso y 3 sobre el macrociclo tetrapirrélico
Sintesis de meso-porfirinas asimétricas

Particularmente interesante es la sintesis de porfirinas sustituidas por una estructura
molecular (A) que difiere de otro sustituyente (B) &. Las porfirinas asimétricas conteniendo dos
tipos diferentes de sustituyentes en posicion meso pueden ser preparadas por la condensacién

de una mezcla binaria de aldehidos y pirrol (Esquema 5) .
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Esquema 5. Sintesis de porfirinas a partir de una mezcla binaria de aldehidos y pirrol.

Sin embargo, la mayor limitacién encontrada en estos procesos de sintesis es la distribucion
de los sustituyentes alrededor del anillo tetrapirrdlico, dando lugar a la obtencion de una mezcla
de porfirinas (6 porfirinas son posibles de formar).

Suponiendo igual reactividad de los aldehidos, y una relacion 1:1 de los mismos los
rendimientos esperados serian: As 6,25%, AzB 25%, cis-A2B2 25%, trans-A2B> 12,5%, ABs
25% Yy B4 6,25% &', Las porfirinas de simetria ABs 0 AsB son a menudo las mas deseadas cuando
se realiza la condensacién con mezcla de aldehidos, y su rendimiento aumenta a un ~ 42%
cuando la relacion del aldehido conteniendo el sustituyente A respecto a B es 1:3 0 A respecto
a B es 3:1, respectivamente. Sin embargo, el porcentaje de rendimiento obtenido, depende

directamente de la reactividad de los aldehidos, asi como del proceso de purificacion & 88,
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Ademas, estos rendimientos estan calculados basados en un cien por ciento de formacion del

macrociclo tetrapirrélico. Generalmente dicha formacion no supera el treinta por ciento.
Sintesis de meso-porfirinas asimétricas a partir de dipirrometanos
Porfirinas con simetria AsB 0 AB3

Resultan de suma importancia las porfirinas de simetria AsB o AB3 debido a que el
sustituyente que se encuentra en menor proporcién brinda la posibilidad de unir la porfirina con
otras moléculas, y los tres grupos iguales permiten cambiar las propiedades fisicas del
macrociclo tetrapirrélico. Como se menciono6 en la seccion 1.5, la generacion de un eje de
polaridad intramolecular mejora la incorporacion en células, lo cual resulta un requisito para un
mejor efecto fotodindmico.

En los dltimos afios fue desarrollado un procedimiento conveniente para la sintesis de
porfirinas AsB o ABs, el cual consiste en la condensacion de dipirrometano con una mezcla
binaria de aldehidos (Esquema 6) . Esta metodologia permite obtener también la porfirina
simétrica (cuatro grupos iguales) y la porfirina trans-A2B», las cuales pueden separase por
técnicas cromatograficas. En general, este procedimiento presenta ventajas con respecto a la
sintesis tradicional (mezcla binaria de aldehidos y pirrol), debido principalmente a un proceso
de purificacién mas sencillo y a la obtencion de la porfirina deseada con rendimientos ~5 veces
superiores.

Si bien la importancia de las porfirinas asimétricas radica en la mejor incorporacion del
macrociclo tetrapirrélico en una célula microbiana, también resultan de suma importancia los
fotosensibilizadores que contienen grupos catiénicos, los cuales son efectivos para la
inactivacién de bacterias Gram negativas y levaduras debido a que facilitan la interaccidn con
la envoltura celular 8%,

Las aminas alifaticas presentan una basicidad considerable, por lo cual podrian protonarse en
las condiciones de trabajo en el medio bioldgico generando cargas positivas intrinsecas. En
general, la sintesis de los dipirrometanos y porfirinas se realiza a partir de la condensacién de
aldehidos catalizada por &cidos. Sin embargo, cuando se emplean aldehidos sustituidos por
grupos aminos, se presenta la dificultad de que estos neutralizan al catalizador frenando la

reaccion 9192,
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Esquema 6. Sintesis de porfirina-ABs a partir de dipirrometanos.

Una de las alternativas para solucionar este problema es la proteccion de los grupos amino,
formando derivados de amida ®3. Esta metodologia agrega dos pasos mas al proceso de sintesis.
Otra alternativa es la sintesis de dipirrometanos con sustituyentes basicos a altas temperaturas
sin utilizar catalisis acida. Posteriormente, este intermediario, mas reactivo que la mezcla directa
de aldehido y pirrol, puede utilizarse para la sintesis de la porfirina con exceso del catalizador
acido.

1.3.6.1.3. Caracteristicas espectroscopicas y propiedades fotofisicas

Las porfirinas presentan dos tipos de bandas caracteristicas en el espectro de absorcién. Una
banda intensa alrededor de 420 nm llamada banda Soret o B, con coeficiente de absorcion molar
g ~ 2x10° Mtcm™ y cuatro bandas de menor intensidad en la zona comprendida entre 500-700
nm llamadas bandas Q, cuyo & es de aproximadamente 1x10* M* cm™ (Figura 6 A). Los
espectros de emision de las porfirinas presentan dos bandas a ~650 y 720 nm para porfirinas
base libre, las cuales fueron asignadas a las transiciones Q(0-0) y Q(0-1) (Figura 6 B) ®*. Tales
transiciones corresponden a los decaimientos desde el primer estado excitado a los dos primeros

niveles vibracionales del fundamental (0 y 1 respectivamente). Debido a la estructura rigida que
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caracteriza a los macrociclos tetrapirrolicos, los espectros de emision presentan pequefios

corrimientos de Stokes.

Las moléculas absorben la energia de la longitud de onda con las que son irradiadas y son
excitadas desde el estado fundamental del PS, al primer estado excitado singlete u otro estado
singlete de mayor energia (*PSn’). Desde este estado, el PS disipa energia muy rapidamente
(~ps) hasta alcanzar el *PS;1”, el cual tiene un tiempo de vida entre 1 y 5 ns. La desactivacion al
OPS es realizada por fluorescencia o procesos de desactivacion no radiativos (Esquema 2). En
general para porfirinas base libre derivadas de tetrafenilporfirina, los rendimientos cuanticos de
fluorescencia (®f) tienen valores de ~0,1.%° Alternativamente, puede producirse un
entrecruzamiento de sistema (ISC) al primer estado excitado triplete 3PS;". Este proceso es
prohibido por las reglas de seleccion. Sin embargo, para las moléculas formadas por macrociclos
estas reglas no pueden ser aplicadas con exactitud debido al acoplamiento espin-orbita. Esta es
la razén por la cual la velocidad de ISC es muy alta para estas las porfirinas, dando como
resultado una poblacion elevada del *PS;”. El estado PS;” tiene un tiempo de vida (desde us a
ms) mucho mayor que el del 'PS:”, debido a que la transicion al estado °PS, no esta permitida.
El rendimiento cuéntico de formacion de tripletes (@) es del orden de 0,6-0,8. Desde el estado
3PS:”", la energia puede liberarse en forma de luz por fosforescencia, por conversion interna o
ser transferida a otra molécula. En este ultimo fenémeno, el cual es de crucial importancia en
fotoquimica, el estado 3PS;” decae al fundamental °PS con la transferencia simultanea de su
energia de excitacion a una molécula aceptora (A), la cual es promovida a un estado excitado.
En este proceso la porfirina actia como un PS y aunque los fotones son absorbidos inicialmente
por el macrociclo tetrapirrélico, es la molécula A la que termina finalmente en un estado
excitado. Para que la sensibilizacion sea eficiente, la energia del estado 3PS;” tiene que ser
superior al estado excitado de la molécula A. El intercambio de energia intermolecular desde
una especie a otra conduce a la poblacién de estados excitados, los cuales muchas veces son
inaccesibles mediante absorcion directa. °® Otro modo que tiene la porfirina en estado excitado
para disipar su energia es mediante reaccion quimica con moléculas en estado fundamental,
conduciendo a la formacion de productos. La mayoria de las reacciones quimicas tienen lugar
desde 3PS;”, debido a que el tiempo de vida de este estado en las porfirinas es mayor respecto
al estado 'PS;". %
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Figura 8. A) Espectro de absorcion caracteristico de una porfirina base libre. B) Espectro de
emision de fluorescencia caracteristico de porfirinas.

1.3.6.2. BODIPY's

Los BODIPY's, compuestos generalmente apolares con estructura formal de zwitterion, estan
basados en el nicleo de 4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaceno, constituido por dos nucleos
pirrolicos y un grupo BF., formando un complejo dipirrometénico-BF. (Figura 9). Por su
analogia con los anillos tetrapirrolicos, se los suele llamar “hermanos menores de las porfirinas”.

Algunas de las propiedades méas importantes de los BODIPYSs involucran alta absorcién y
emisién de fluorescencia en el rango del visible, baja generacidn de estado triplete excitado,
estabilidad fotoquimica, robustez quimica y buena solubilidad en solventes organicos. % Estos
complejos son estables a pH fisioldgico, lo que combinado con una baja toxicidad los convierte
en excelentes sondas para uso en sistemas biologicos. Asi, estas estructuras han recibido un

interés sustancial como fluoréforos en bioimagen, marcaje bioldgico y ensayos de fluorescencia
98, 100-104
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Figura 9. Estructura quimica de BODIPY.

La versatilidad de las vias sintéticas para obtencion de BODIPY's permite utilizar diferentes
estrategias para encontrar la relacion adecuada entre estructura y caracteristicas
espectroscopicas y fotofisicas deseadas.® Por lo tanto, se han introducido atomos de haldgenos,
principalmente de iodo y bromo, lo cual permite generar el efecto de atomo pesado
internamente, mejorando asi la formacion del estado triplete.!®®De esta manera, el fluoréforo
BODIPY se puede cambiar a PS uniendo &tomos pesados directamente en el anillo s-
indaceno.'%’

Por otro lado, los nucleos aromaticos en el BODIPY son ricos en electrones, por lo que
experimentan facilmente distintas reacciones de sustitucion electrofilica aromética. De esta
manera, pueden llevarse a cabo reacciones de nitracion,'%® halogenacion,**®*! formilacion!'? y
sulfonacion.''® Estas vias sintéticas, permiten agregar diversos grupos funcionales en las
posiciones 2 y 6, principalmente. Sin embargo, en los dltimos afios, se han desarrollado
reacciones similares que permiten derivatizar otras posiciones de la estructura, 14115

En cuanto a las propiedades espectroscopicas, los BODIPY's no sustituidos muestran una
banda de absorcion estrecha a ~ 500 nm con un alto coeficiente de extincion molar (~105 M-1
cm™).18 La banda de absorcion principal se atribuye a la banda vibracional 0-0 de una fuerte
transicion SO — S1. La sustitucion en la posicion meso del nicleo BODIPY no cambia

significativamente la posicion de esta banda de absorcion.*t’

I.4. Inmovilizacion de PS

La mayoria de los PS altamente efectivos son hidrofébicos e insolubles en agua. Sin embargo,
para obtener un efecto fotodindmico eficiente, el PS debe mantenerse principalmente disuelto
como mondmero en el microentorno celular. Por lo tanto, la administracion del agente

fototerapéutico es uno de los principales desafios en PDI de microbios. Asi, varias estrategias

49



INTRODUCCION

de encapsulacion han sido estudiadas para evitar que el PS hidrofébico forme agregados
inactivos en un entorno acuoso '8, Por otro lado, la extension del principio fotodinamico a una
nueva tecnologia respetuosa con el medio ambiente, s6lo puede ser econdmicamente viable si
el PS se inmoviliza en una matriz solida, a fin de permitir su recuperacion completa, después
del proceso de fotoinactivacion. En este sentido, el desarrollo reciente de la nanotecnologia
aplicada a la medicina ha abierto un nuevo frente de avance en el campo de la fototerapia. Las
nanoparticulas (NP) con un tamafio que varia de 1 a 100 nm (Figura 10), han generado
expectativas para el suministro de agentes fototerapéuticos para producir una muerte efectiva

de las células patoldgicas *°.
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Figura 10. Representacion de diferentes sistemas en escala nanométrica.

Diferentes tipos de NP han sido propuestas para la terapia fotodinamica (PDT), basadas
principalmente en lipidos, lipoproteinas, polimeros, carbdn, metales, semiconductores y silice
120 En particular, las NP de silice fueron preparadas mediante la encapsulacion de PS, tales

como la protoporfirina IX (PpIX), 2-devinil-2-(1-hexiloxietil) pirofeoférbido (HPPH), meso-
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tetrakis(3-hidroxifenil)clorina (MTHPC) y azul de metileno (MB) 18 12122 Sjn embargo, la
adsorcion no covalente de PS dentro de los poros de la cubierta de silice pueden provocar la
liberacion del agente al medio 2. Pocos estudios han explorado este enfoque. Bonnett informé
la inmovilizacion de un PS por adsorcion en quitosano y, también, en acido tetrasulfonico por
unioén covalente. La evaluacion fotomicrobicida de estos sistemas mostrd que el més eficaz es

aquel en el que el PS se une covalentemente al polimero 124,

El uso de PS inmovilizados sobre una superficie, con el fin de disminuir la carga microbiana

por PDI, pretende abordar problemas de salud, econdémicos, ecoldgicos y publicos.
1.4.1. Nanoparticulas magnéticas

Las NP magnéticas, han adquirido gran importancia y se han encontrado numerosas
aplicaciones en campos como la biomedicina, diagnostico y tratamiento de cancer, biologia
molecular, bioquimica, en tecnologia de ferrofluidos, entre otros. Esto se debe principalmente a
que las propiedades de las NP magnéticas difieren fuertemente de las propiedades del material
en bloque. Las propiedades magnéticas de este material estan influenciadas por el tamafio de las
particulas, dado que a escalas del orden de los 10 a 100 nm, las NP son consideradas como
particulas monodominio, presentando propiedades superparamagnéticas que las hacen
interesantes para aplicaciones tecnoldgicas 2°.

Las NP magnéticas ofrecen algunas posibilidades atractivas para la biomedicina. En primer
lugar, tienen tamafios controlables que van desde unos pocos hasta decenas de nanémetros, lo
que las coloca en dimensiones mas pequefias que las comparables a las de una célula (10-100
pm), un virus (20-450 nm), una proteina (5-50 nm), o un gen (2 nm de ancho y 10-100 nm de
largo). Esto significa que pueden "acercarse” a una entidad bioldgica de interés. De hecho,
pueden ser recubiertas con moléculas bioldgicas, para aumentar la interaccion con células
microbianas, proporcionando de este modo un medio controlable y selectivo 1%,

Las superficies de estas NP se modifican generalmente a través de la creacion de pocas capas
atomicas de polimero organico o metélico inorganico (por ejemplo, oro), o de éxido de las
superficies (por ejemplo, silice o alimina). De esta manera, las NP magnéticas son aptas para
ser funcionalizadas por la union a diversas moléculas bioactivas '%’. Debido a las propiedades
magnéticas de las NP, las mismas obedecen la ley de Coulomb, por lo que pueden ser

manipuladas por un gradiente de campo magnético externo.
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La investigacion sobre este tipo de NP se ha llevado a cabo, en gran medida, en la
administracion de farmacos, imagenes médicas, la focalizacion de celulas, y la terapia de
hipertermia. Las NP magnéticas se sintetizan, por lo general, mediante dos métodos diferentes.
Por un lado, se utiliza, en la mayoria de los casos, el método de coprecipitacion de sales ferrosas
y férricas, en solucién acuosa alcalina. En este proceso, la inhibicidn de la nucleacion adicional
durante el crecimiento, es fundamental para la sintesis exitosa de nanocristales monodispersos
128 Por otro lado, se utiliza el método de descomposicion térmica *2°.

La forma y el tamafio de NP en general, pueden estudiarse mediante las técnicas de
microscopia electrénica de transmision (TEM), dispersion dinamica de la luz (DLS),
microscopia electronica de barrido (SEM) 0 entre otras. Mientras que la presencia de los
sustituyentes en el solido pueden ser analizadas por FIT-IR, reacciones quimicas simples de
identificacion, espectroscopia UV-visible (si el sustituyente es un croméforo), etc. 131132,

Por otro lado, las NP magnéticas han sido propuestas para la distribucion especifica en sitios
de accidn de las drogas y agentes de diagndstico mediante la aplicacién de un campo magnético
externo 1*3, Estudios in vivo de PDT en ratones, utilizando dichas NP unidas covalentemente a
un PS, mostraron una destruccion efectiva del tumor 3,

Sin embargo, no hay practicamente trabajos referidos al aprovechamiento de los conjugados
NP magnética-PS para la reutilizacion del PS.

1.4.2. Conjugados NP magnéticas-PS para la PDI de microorganismos

Ademas del enorme namero de enfermedades infecciosas dificiles de erradicar, causadas por
diferentes factores, nombrados inicialmente, la desinfeccion de agua contaminada es un gran
desafio mundial, debido al gran nimero de enfermedades que causa ***. En todo el mundo,
alrededor de 800 millones de personas carecen de acceso a agua potable. En los paises en
desarrollo, 1,8 millones de nifios mueren cada afio de diarrea **°, mientras que en los paises
desarrollados se hace frente a la necesidad urgente de proporcionar un tratamiento eficaz de las

aguas residuales, a medida que crecen las poblaciones.

Los métodos tradicionales para la desinfeccion del agua que se utilizan actualmente son
eficaces contra las bacterias y los virus, pero tienen sus inconvenientes. La desinfeccion con
cloro puede producir subproductos cancerigenos cuando los compuestos organicos estan

presentes en el agua %%, mientras que el uso de ozono es caro y requiere la generacion in situ
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debido a su naturaleza inestable *"-1*°. Desinfecciones térmicas 4° y por radiacion ultravioleta

141 requieren cantidades excesivas de energia, y por lo tanto son caras y no ecoldgicas.

Deben buscarse alternativas al tratamiento de aguas y garantizar el acceso de agua potable al
mayor porcentaje de la poblacion mundial. Por otro lado, aprovechando la informacion aportada
por diferentes investigadores, respecto al uso de conjugados NP magnética PS en PDT 33,
podria indagarse su uso en la PDI en tejidos. En este sentido, la inmovilizacion de PS en
superficies, con el fin de recuperar el antimicrobiano, se presenta como herramienta
prometedora para el tratamiendo de infecciones. En particular, los conjugados NP magneticas-
PS ofrecen la ventaja de recuperar el PS mediante la aplicacion de un campo magnético y a la

vez, localizar el tratamiento.

Por esta razon, en el presente trabajo de tesis, se propone a los conjugados NP magnéticas-
PS (Porfirina o BODIPY) como herramienta prometedora para la innovacion en la PDI de

microorganismos.
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CAPITULO II
Il. OBJETIVOS

Il. 1. Objetivos generales
Desarrollar agentes fototerapéuticos formados por derivados de porfirinas y unirlos
covalentemente a nanoparticulas magnéticas, para aplicaciones biomédicas y/o

medioambientales en el tratamiento de infecciones microbianas.

I1. 2. Objetivos especificos
a) Sintetizar NP magnéticas de FesOs (MNP) y funcionalizarlas con grupos amino (MNPNH2)
b) Analizar el tamafio y forma de las NP mediante microscopia de transmision electrénica
(TEM).
c) Sintetizar conjugados NP magnéticas-porfirina unidos por enlaces amida, estudiar sus
propiedades espectroscopicas, analizar la actividad fotodindmica en presencia de sustratos
fotooxidables y determinar la actividad fotoinactivante en la levadura C. albicans y en las
bacterias E. coli y S. aureus.
d) Estabilizar el nicleo magnético FesOs mediante la cobertura con silica, funcionalizarlo con
grupos amino y formar nuevos conjugados.
e) Estudiar las propiedades espectroscdpicas de los nuevos conjugados NP magnéticas-
porfirina, analizar la actividad fotodinamica, fotoinactivante y la reutilizacion en la PDI de
microorganismaos.
f) Sintetizar derivados de porfirinas con simetria ABAB y AsB, conteniendo grupos
precursores de cargas positivas y grupos apolares en la periferia del macrociclo.
g) Determinar las propiedades espectroscépicas de absorcion y fluorescencia de ABAB y AszB,
estudiar los efectos fotooxidativos y la produccion de Oz (*Ag) en medios homogéneos, y la
actividad fotodinamica in vitro.
h) Sintetizar nuevos conjugados NP magnéticas-porfirina mediante reaccion de sustitucion
nucelofilica aromatica entre MNPSINH2 y AsB 0 ABAB, estudiar la actividad fotodinamica en
solucion y en S. aureus.
i) Sintetizar un nuevo conjugado con una porfirina de simetria A4, que permita la modificacion

in situ de la misma, generando en el macrociclo grupos precursores de cargas positivas.
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j) Estudiar las propiedades espectroscopicas, la actividad fotodindmica y fotoinactivante de
los conjugados formados y modificados in situ.

k) Desarrollar conjugados NP magnética con estructuras derivadas de porfirinas (BODIPYS)
como fluoroforos o PS.

I) Estudiar las propiedades espectroscopicas de los nuevos conjugados sintetizados en k),
analizar la actividad fotodinamica en presencia de sustratos fotooxidables y determinar la

actividad fotoinactivante en bacterias
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MATERIALES Y METODOS

CAPITULO IlI

I11. MATERIALES Y METODOS

I11.1. Equipamiento general

Los espectros UV-visible y de fluorescencia se registraron en un espectrofotometro
Shimadzu UV-2401PC (Shimadzu Corporation, Tokio, Japdn) y en un fluorémetro Spex
Fluoro Max (Horiba Jobin Yvon, Edison, NJ, Estados Unidos) respectivamente. Los
espectros se midieron a 25,0+0,5 °C utilizando una celda de cuarzo con un paso optico de 1
cm. Los espectros de resonancia magnética nuclear de proton (*HNMR) se obtuvieron en un
espectrometro multinuclear FT-NMR Bruker Avance DPX400 a 400 MHz. Los espectros de
masa (MS) se tomaron con un Bruker MicroQTOFII (Bruker Daltonics, MA, E.E.U.U.)
equipado con una fuente de ionizacion por electrospray (ESI). Los espectros IR (FT-IR) se
midieron con un Bruker Tensor (Ettlingen, Alemania).

Las fotografias de microscopia de transmision electronica (TEM) se obtuvieron utilizando
un Hitachi Modelo H-7500 a 120 kV. Una gota de solucion coloide se coloc6 sobre una
rejilla de cobre recubierta con Formvar y se evapord el solvente bajo presion reducida.

La cromatografia gaseosa acoplada a masa se realizé en un GC-MS 5890 Series Gas
Chromatograph Hewlett Packard equipado con una columna HP-5 Crosslinked 5% PH ME
Silicone (30 m x 0,32 mm x 0,25 um) o HP-1 Crosslinked ME Silicone Gum (25 x 0,32 mm
x 0,17 um) Film Tickness, Hewlett Packard. Para las cromatografias en columna flash se
utilizo6 gel de silice (70-230 mesh, Merck Darmstadt, Alemania). Las cromatografias en capa
fina (TLC) se corrieron en Uniplate Silica gel GHLF de 250 p de Analtech (Newark, DE,
E.E.U.U.). Lasonicacion se ejecutd en un equipo Branson 1210 (Danbury, Connecticut, Estados
Unidos).

Los medios de cultivo se esterilizaron en autoclave (Allamerican, Model 25X-2,
Manitowoc, E.E. U.U.) a 20 psi y aproximadamente 115-121 °C durante 20 min. Las
suspensiones celulares se cultivaron en estufa de cultivo F.A.L (Argentina), a 37,0+0,5 °C.
La densidad dptica (D.O) de las suspensiones celulares se determiné en un espectrofotémetro
Barnstead Turner SP-830 (Dubuque, IA, E.E. U.U.) a 660 nm.

Los lavados, diluciones y manipulacion en general de las NP magnéticas, se llevaron a
cabo con la ayuda de un campo magnetico externo, aportado por un iman de neodimio (2 cm

de diametro por 1 cm de alto).
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I11.2. Reactivos y materiales

Los reactivos cloruro de hierro (11) tetrahidratado (FeCl2.4H.O), cloruro de hierro (111)
hexahidratado (FeCls.6H20), 3-aminopropiltrietoxisilano (APTS), N-hidroxisuccinamida
(NHS),  N-(3-dimetilaminopropil)-N-etilcarbodiimida, 2,4-dinitrotrifluorbenceno, n-
butilamina, 2,2’-(antraceno-9,10-diil) bis (acido metilmalénico) (ABMM), L-triptéfano
(Trp), bromuro de potasio (KBr), bicarbonato de sodio (NaHCO3), hidroxido de amonio
(NH4OH), los fotosensibilizadores 5,10,15,20-tetrakis(4-carboxifenil)porfirina (TCPP) y
5,10,15,20-tetra(4-sulfonatofenil)porfirina (TPPS4*), se adquirieron de Aldrich (Milwaukee,
WI, E.E. U.U.) y se utilizaron sin purificacién adicional.

Los solventes tolueno, tetrahidrofurano (THF) y etanol se obtuvieron de Sintorgan. Para
sintesis y lavados de las NP magnéticas, se utilizaron solventes de grado GR. El agua ultra
pura se obtuvo de un equipo Labconco (Kansas, MO, Estados unidos) modelo 90901-01.

Los siguientes materiales se utilizaron en los ensayos biolégicos: caldo Sabouraud (CS),
caldo tripticasa soya (CTS) y agar-agar de Britania (Bs. As., Argentina), buffer fosfato salino
10 mM (PBS, pH=7,0) (1,5 mM KH2POs y 8,0 mM Na>HPOs), cajas de Petri descartables
(10 cm de didmetro), tubos de ensayo y policubetas de poliestireno de 96 pocillos (Deltalab,

Barcelona, Espafa).
111.3. Sistemas de irradiacién

La irradiacion de las suspensiones celulares se realizd con un proyector de diapositivas
Novamat 130 AF Braun Photo Technik (Nirnberg, Alemania) equipado con una lampara
halégena de 150 W. Se utiliz6 como filtro una cubeta de agua de 2.5 cm para absorber el
calor. El intervalo de longitud de onda de trabajo entre 350-800 nm, se ajustd mediante filtros
oOpticos 2. Para la irradiacion de sustratos con luz monocromatica se utilizé un
monocromador de alta intensidad (Photon Technology Instruments, Birmingham, Wi, E.E.
u.u.).
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Figura 11. Diferentes arreglos de irradiacion. A. Proyector. B. Monocromador. C. Celda.
D. Policubeta. E. Tubo de ensayo con suspension microbiana. F.LED. G. Estufa. H. Soporte.

La disposicion del iluminador se realizé de acuerdo al experimento en estudio. Como se
observa en la Figura 11, se utilizaron cinco arreglos diferentes. La fotodescomposicion
sensibilizada de los sustratos se realiz6 mediante la irradiacion con luz visible en estado
estacionario como se muestra en i), ii) y iii), segun el PS utilizado. El rango de longitud de
onda en i) se selecciond entre 455-800 nm por medio de filtros épticos (GG455 cutoff filter)
y se utilizd una cubeta transparente de 2,5 cm conteniendo de agua para absorber el calor.
La intensidad de la luz en el sitio de tratamiento fue de 44 mWcm™. En ii) se muestra una
matriz de diodos emisores de luz (LED), la cual emitié luz verde a una longitud de onda
central de 510 nm con una intensidad de 1 mW/cm?. Por otro lado, para realizar la
fotosensibilizacion de los cultivos celulares, se adopto la metodologia mostrada en iv) para
estudios de inactivacion, y v) para estudios de retardo en la curva de crecimiento. La
intensidad de la luz en el sitio de tratamiento de los cultivos fue de 90 mwW/cm?,
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111.4. Sintesis de MNP
111.4.1. Sintesis de MNP de Fe3O4. Método de coprecipitacion

Las NP de oxido de hierro (FesOs4) (MNP), se sintetizaron por el método de
coprecipitacion convencional con algunas modificaciones 43, FeCl..4H.O (0,55 g, 2,7
mmol) y FeCl3.6H>0 (1,50 g, 5,5 mmol) se disolvieron en 1,5 ml de agua. Dicha mezcla se
calent6 a 80°C y se adiciond a la misma NH4OH (1,75 ml, 25% V/V) gota a gota. El color
de la solucion paso de naranja a negro inmediatamente. Se verificé un pH=9 y la mezcla se
dejo reaccionando 30 min a 80°C, con agitacion continua en atmasfera de argon. Luego, se
realizaron varios lavados con agua pura por decantaciobn magnética. Posteriormente, se
resuspendieron las NP en 20 ml de agua pura y se centrifugaron (1600 rpm, 5 min) alicuotas
de 1 ml, con el fin de utilizar las NP més pequefias. Por ultimo, éstas se lavaron y se
resuspendieron en agua pura (5 ml) quedando una suspensiéon stock de concentracion

aproximadamente 100 mg de NP por mililitro de suspension (100 mg MNP/ml).
111.4.2. Sintesis de nanoparticulas magnéticas con una cobertura de silica (MNPSI)

Una alicuota de 50 mg/ml de las MNP, sintetizadas en la seccién anterior, se hicieron
reaccionar con NaSiOs. 5H.0. Para ello, en primer lugar, se prepard una solucion de
metasilicato de sodio en agua, con concentracién 0,9 M. Luego se agregaron gotas de HCI
concentrado para llevar dicha solucién a un valor de pH=12. Posteriormente, se mezcld con
la suspension de MNP, se aplicé ultrasonido durante 30 min y se calent6 a 80 °C. Luego de
ser alcanzada la temperatura ambiente, se agregan gotas de HCI concentrado hasta llevar el
medio de reaccion a un pH=6-7, produciéndose la formacion de un precipitado color blanco
144 Finalmente, por decantacion magnética, se realizan varios lavados con agua para eliminar
el precipitado que no forma parte de la cobertura de las MNP. De esta manera se obtuvieron

las MNPSI. Se prepara un stock con alrededor de 50 mg de MNPSI/ml.

111.4.3. Funcionalizaciéon de nanoparticulas magnéticas con grupos propilamino
(MNPNH2z y MNPSINH2)

Las MNP se lavaron con acetona por decantacion magnetica, se dejaron resuspendidas en
dicho solvente y se trataron con ultrasonido por 45 min. Luego se adicion6 una solucion de
APTS en tolueno (0,3 M) *°. La mezcla se calent6 a 60 °C durante 4 h, y se dejo
reaccionando 12 h a 37°C con agitacion continua, en atmosfera de argon. Las MNPNH: se

purificaron mediante sucesivos lavados con tolueno y etanol, por decantacion magnética.
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Luego, se resuspendieron en 5 ml de agua, quedando una concentracién ~50 mg/ml de
MNPNHg2.

El mismo procedimiento se realizé6 con MNPSI para funcionalizarlas con grupos amino.
Finalmente, se prepard una suspension con una concentracion aproximada de 50 mg de
MNPSINHz/ml.

111.5. Sintesis de los conjugados MNPNH2-TCPP y MNPSINH-TCPP

Aproximadamente 15 mg de MNPNHz resuspendidos en agua se hicieron reaccionar con
una solucion de TCPP activada (Esquema 7). Dicha solucion se prepardé mezclando TCPP
(5 umol, disuelta en 1 ml de DMF), EDC (20 pumol, en 1,5 ml de H20) y NHS (20 umol, en
1,5 ml de H,0) (EDC: NHS, 1:1) 146, a 25°C durante 2 h con agitacion continua.

\Cl S\ier
NH*
/ \j
EDC N=Cc=yN
_
N
0 0 )\\
o N/\
Q)\O H
(inestable)
PORFIRINA o-acilisourea ester

0 P
0 N
(0]
N -
o~
NHS
(semiestable) o
NHS ester

MNP —NH,

(6]
MNP
yd
N
H

(enlace amida estable)
MNPP

Esquema 7.Reaccion de porfirina monocarboxilica con EDC y NHS.

Posteriormente se descart el agua de la suspension de las NP mediante decantacion
magnética, y se afiadio la solucion de TCPP. La reaccion se llevo a cabo a 25 °C durante 24
h con agitacion continua y en atmosfera de argon. EI mismo procedimiento se realizé para
la reaccion entre MNPSINH, y TCPP, por lo que se preparé un stock con la misma
concentracion (3 mg MNPSINH-TCPP/ml, 3 nmol TCPP/mg).
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En ambos casos, el producto de reaccion contiene grupos amino libres (-NH2) y grupos
amida, sustituidos por la porfirina tetradcida (-NH-CO-) (Esquema 8).

NH,OH Na,SiO;
———

Fe™? + Fe™? Fe;0p, —— &

MNP MNPSi

APTS JJ NH,
HN - MNPSINH,

TCPP
EDC/NHS

HOOC COOH
MNPSiNH-TCPP

MNPNH-TCPP

Esquema 8. Sintesis de MNPNH-TCPP y MNPSINH-TCPP.

Determinacion de sitios activos -NH>

La determinacion de la cantidad de grupos amino (-NHz) presentes por miligramo de
NP, se llevo a cabo mediante reacciones de identificacion de dichos grupos 47. En primer
lugar, una solucion de 2,4-dinitrofluorbenceno (2,4-FDNB) en THF (5x10* M), se hizo
reaccionar con tres stocks de suspensiones de NP magnéticas: MNP (70 mg), MNPNH: (70
mg) y MNPNH-TCPP (70 mg); a temperatura ambiente, durante 6 h. El exceso de 2,4-FDNB
se separ0 del producto formado, mediante decantacion magnética, y se hizo reaccionar con

n-butilamina (5x102 M), para formar N-butil-2,4-dinitroanilina (Esquema 9). Este
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compuesto, de color amarillo, presenta una banda de absorcion en el espectro UV-visible
(Miax=350 nm, € = 5500 cm™*M™). Por lo tanto, mediante la Ley de Lambert-Beer (A% =
£30D. Ceelda, Siendo Ceeiga= (Vo. Co)/ Veelda), €5 posible calcular la concentracion aproximada
de grupos —NH2 que hay por miligramo de nanoparticula magnética.

Como experimento control negativo se utilizo el stock de NP magnéticas sin grupos
—NH_, correspondiente a las MNP. Mientras que como medida del blanco, se utiliza la
cantidad de 2,4-FDNB inicial. Cuando esta cantidad reacciona con n-butilamina, se obtiene
el producto con mayor concentracion, lo que deberia verse reflejado en una mayor

absorbancia a Amax=350 nm.
Determinacion de la cantidad de porfirina unida covalentemente a las NP magnéticas

Los resultados de la experiencia anterior permiten realizar un célculo aproximado de
la cantidad de porfirina que se enlaza covalentemente a las NP. Con el valor de la
absorbancia de N-butil-2,4-dinitroanilina (reaccion iii), mostrada en el Esquema 9 (A*30=
0,954), puede obtenerse la concentracion de grupos amino libres (—-NH2) por miligramo de
NP. Esta concentracion se refiere a los grupos —NHz presentes en las NP que no formaron
enlace covalente con la porfirina. Realizando la diferencia entre la concentracién de grupos
—NH2 obtenidos en ii) y en iii), puede obtenerse la concentracion aproximada de grupos
amida formados (-NH-CO-), lo que es proporciona la la concentracién aproximada de

porfirina enlazada.

71



MATERIALES Y METODOS
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Esquema 9. Reacciones de identificacion de grupos amino

Medida de la adsorcion de la porfirina en las nanoparticulas magnéticas

Para determinar si la porfirina presente en el conjugado MNPNH-TCPP corresponde a

TCPP unida covalentemente y/o TCPP adsorbida, se llevaron a cabo las siguientes
experiencias. En primer lugar, se prepard una solucién de TCPP en DMF (20 umol en 8 ml
de DMF), la cual se separ6 en cantidades iguales en recipientes diferentes (Ay B). A la TCPP
en A se le agregaron los activantes EDC y NHS (en 2 ml de H20), y se sonic6 durante 30
min. Luego, se mezcl6 con ~20 mg de MNPNH_. Por otro lado, a la TCPP en B se la mezclé
con una suspension de MNPNH2 conteniendo ~20 mg de NP en 2 ml de agua. En ambos
casos, la concentracion de TCPP fue de 3,3 mM. Ambas mezclas se dejaron a temperatura
ambiente durante 24 h. Transcurrido dicho tiempo, se procedi6 a los lavados por decantacion

magnética, eliminando de esta forma la TCPP que no se haya unido covalentemente y/o
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adsorbido a las MNPNH>. Los lavados se realizaron con agua y etanol, hasta obtener
sobrenadantes transldcidos. Por Gltimo, se calcul6 la concentracion de TCPP obtenida en los
lavados, correspondientes a cada mezcla, y se compard con la concentracion de TCPP inicial.

Los mismos procedimientos detallados anteriormente se realizaron con el conjugado
MNPSINH-TCPP.

111.6. Sintesis de porfirinas que contienen grupos amino alifaticos bésicos

I11.6.1. Sintesis de meso-(4-(3-N,N-dimetilaminopropoxi)fenil)dipirrometano
(ADPM)

Se preparé una solucion de 4-(3-N,N-dimetilaminopropoxi)benzaldehido (4,0 ml, 20
mmol) y pirrol (30,0 ml, 432 mmol). La mezcla de reaccion se agito por 72 h a 85 °C en
atmosfera de Ar. El exceso de pirrol se elimind por destilacion a vacio. El producto de
reaccion se purifico por cromatografia en columna flash (silica gel, acetato de etilo/metanol
5-10% gradiente/TEA 1%). La muestra se analizé por CG-MS a lo largo de la reaccidn,
utilizando una columna HP-1 bajo las siguientes condiciones: Tinyector: 270 °C, Tdetector: 280
°C, Thomo: gradiente escalonado Tiniciai: 60°C (5 min), 250°C, Pcabeza de columna: 15 psi,
tretencion: 11,28 min. Se obtuvo un rendimiento de 3,79 g (59 %) del dipirrometano puro. TLC
(silica gel, acetato de etilo/metanol 5%/TEA 1%), Rf=0,22. MS (m/z) 323,2 (M*) (323,1998
calculado para C20H25N30) (Esquema 10). Los datos espectroscopicos coinciden con los

informados previamente 14,

N/
KLO
+ 02
o) H

Esquema 10. Sintesis de ADMP.
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111.6.2. Sintesis de 5,15-bis(perfluorofenil)-10,20-bis(4-(3-N,N-dimetilamino
propoxi)fenil))porfirina (F10APP)

Una solucion de 4-(3-N,N-dimetilamiopropoxil)benzaldehido (373 ul; 1,86 mmol),
pentafluorbenzaldehido (0,46 g; 2,35 mmol) y ADPM (1,53 g; 4,73 mmol) disueltos en 464,1
ml de acetonitrilo, se desgaso con Ar por 15 min. Luego se agregd TFA (2,6 ml; 33,81 mmol)
lentamente y se agit6 la solucion por 2 h a temperatura ambiente. % Se adicioné TEA (14
ml; 99,01 mmol) para neutralizar la mezcla y a continuacion se agregé DDQ (2,11 g; 9,22
mmol) y se mantuvo dicha mezcla en agitacion, durante 3 h bajo atmdsfera oxigenada. Por
ultimo, se adiciond metanol (15 ml) para consumir el DDQ en exceso. El solvente se removio
bajo presién reducida y luego la mezcla de reaccion se purifico por columna de
cromatografia flash (silica gel, CH2CIo/CH3OH gradiente 1-7%/TEA 3%). La Fi0APP
(Esquema 11) es la primera mancha menos polar de color purpura eluida. Dicha porfirina se
obtiene pura con un rendimiento de 8%. TLC (silica gel, CH2Cl2/CH30OH 10%/TEA 3%),
Rf194PP=0 66. EIl andlisis de dicha porfirina mediante espectroscopia de resonancia
magnética nucelar de proton, arrojé los siguientes datos: tHNMR (CDClz, TMS) & [ppm]: -
2.87 (br, 2H, pirrol NH), 1.98 (m, 4H), 2.26 (s, 12H, -NCHz3), 2.45 (t, 4H, J = 7.0 Hz), 4.03
(t, 4H,J =6.2 Hz), 7.14 (d, 4H, 10,20-Ar 2,6-H, J = 8.0 Hz), 7.92 (d, 4H, 10,20-Ar 3,5-H, J
= 8.0 Hz), 8.70-8.85 (m, 8H, pirrol). ESI-MS [m/z] 997.3288 [M+H]" (996.3210 calculado
para CsaHa2F10N6O2).

111.6.3. Sintesis de 5-(perfluorofenil)-10,15,20-tris-(4-(3-N,N-dimetilaminopropoxi)
fenil)porfirina (FsAPP)

La porfirina FsAPP (Esquema 11) se obtuvo como la segunda mancha color parpura
eluida en la columna cromatogréafica descripta anteriormente, utilizando una mezcla de
CH:CI2/CH30H gradiente 10-15%/TEA 3%, como solvente de elusion. De esta manera se
obtuvo FsAPP de forma pura con 10 % de rendimiento. TLC (silica gel, CH2Cl,/CH3OH
10%/TEA 3%), R{™APP=0,50. tTHNMR (CDCls, TMS) & [ppm]: -2.86 (br, 2H, pirrol NH),
1.99 (m, 6H), 2.27 (s, 18H, -NCHa), 2.48 (t, 6H, J = 7.0 Hz), 4.02 (t, 6H, J = 6.2 HZz), 7.12
(d, 6H, 10,20-Ar 2,6-H, J = 8.0 Hz), 7.90 (d, 6H, 10,20-Ar 3,5-H, J = 8.0 Hz), 8.70-8.85 (m,
8H, pirrol). ESI-MS [m/z] 1008.4600 [M+H]" (1007.4521 calculado para CsgHsgFsN7O3).

Ademas de FsAPP 'y FiAPP se obtuvo 5,10,15,20-tetrakis[4-(3-N,N-
dimethylaminopropoxy)phenyl]porphyrin (TAPP) con un rendimiento del 6 %. Esta

porfirina fue sintetizada y caracterizada previamente 148
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R,
1. TFA/acetonitrile
F Ar, rt., 2h
. R4 R2
F 2. DDQ/acetonitrile
r.t,3h
R,

FloAPP (8% Rl R3 AQF R2 R4 4@70/\/\N

Esquema 11. Sintesis de FsAPP y F10APP.

I11.7. Sintesis de los conjugados MNPSINH-FsAPP y MNPSINH-F10APP

La formacién de los conjugados se llevé cabo en DMF, a 70 °C, en atmdsfera de argon,
durante 48 h con agitacion continua. Se utilizaron 5 mg de MNPSINH2y 1,5 mM de FsAPP
y F10APP para la formacién de cada conjugado.

Posteriormente, se realizaron lavados con DMF y etanol, para eliminar el excedente de
porfirina. Finalmente, los conjugados sintetizados (Esquema 12) se resuspendieron en agua

(10 nmol/mg, 1 mg/ml en ambos casos).
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FsAPP N FoAP
DMF, 70 °C, 48
H, NH2
H NH,
HZN %\:ﬁ
/ / i /
—

o

MNPSINH-F,APP \

MNPSINH-F,APP

Esquema 12. Representacion de los conjugados MNPSINH-FsAPP y MNPSINH-FsAPP.
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111.8. Sintesis de los conjugados MNPNH2-F19TPP,
Fi9TPP-N y MNPN*-F19TPP-N*

Recubrimiento con silica

b
’ o

147 ml
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Reaccion de sustitucion
nucleofilica aromatica F,oTPP

DMF
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MNPSIN*-F,(TPP-N" (C4)

4 mg/ml
10 nmol/mg

Esquema 13. Metodologia de trabajo para la obtencién de los diferentes conjugados

derivados de MNPSINH-F9TPP.

La sintesis de nuevos conjugados se llevo a cabo mediante una serie de pasos, como puede

observarse en el Esquema 13, con el objetivo de obtener la misma concentracién en todos

los stocks. En el Esquema 13 se representan los pasos de sintesis y los conjugados obtenidos.
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Sintesis del conjugado MNPSINH- F19TPP (conjugado 1, C1)

Un volumen de 84 ml de la suspension de MNPSINH: se hizo reaccionar con la porfirina
TPPF2o de la siguiente manera. En primer lugar se descartaron los 84 ml de agua mediante
decantacion magnética y se resuspendieron las NP en 10 ml de DMF. Por otro lado se
prepard una solucion 3 mM de TPPF2 en DMF. Finalmente dicha solucion se agrego a la
suspension y se dejo reaccionar a temperatura ambiente y agitacion continua durante 48 h.
Las MNPSINH-F19TPP obtenidas se lavaron mediante decantacion magnética y se
resuspendieron en 84 ml de agua. Por conveniencia de abreviacion se llama a este conjugado,
conjugado 1 o simplemente C1. La concentraciéon de Cl es 10 nmol/mg (TPPF2o
inmovilizada en 1 mg de NP, 4 mg/ml (NP/suspension).

Metilacion de MNPSIN*- F19TPP (sintesis del conjugado 2, C2)

Una alicuota de 21 ml de la suspension del conjugado 1 se somete a metilacién (ver 111.9).
Luego de realizar los lavados necesarios, se obtiene asi el conjugado 2 (C2), MNPSIN*-

F19TPP, en el cual las NP unidas a la porfirina estan metiladas.

Sintesis del conjugado MNPSIN*- F19TPP-N (conjugado 3, C3)

Un volumen de 42 ml (168 mg) de la suspension del conjugado 1 se utiliza para afiadir a
la porfirina TPPF2o (unida a las NP) grupos etildimetilamino. Para ello, en primer lugar, se
descartd el volumen de la suspension mediante decantacion magnética. Luego, se
resuspendieron las NP en THF (10 ml) y N,N-dimetiletanolamina e hidréxido de potasio
anhidro se agregaron a la suspension. Para que la reaccion sea exitosa, la relacion
estequiométrica respecto a la concentracion de TPPF2 en el conjugado 1 es la siguiente:
TPPF20 (1): OH-C2H4-N(CHs3)2 (20): KOH (16) *°. Debido a que TPPFz unida a las NP
tiene al menos dos grupos sustituibles, se duplica la relacién estequiométrica anterior. Por lo
tanto, 2 umoles de TPPF2o (168 mg de conjugado 1), se hicieron reaccionar con 80 pmoles
de N,N-dimetiletanolamina y 64 pumoles de KOH. La reaccion se llevé a cabo a temperatura
ambiente durante 12 h, con agitacion continua y utilizando bromuro de tetrabutilamonio (100
ul) como catalizador. El conjugado 3 (C3) obtenido, MNPSIN*- F1sTPP-N, se purificd
mediante decantacién magnética con lavados con agua. Finalmente se resuspendi6 dicho

conjugado en 42 ml de agua.
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F
Conjugado 1 (C1)
F MNPSiNH-F,,TPP Conjugado 3 (C3)

MNPSINH-F,;,TPP-N

Conjugado 2 (C2)
MNPSIN*-F;,TPP-N

Conjugado 4 (C4)
MNPSIiN*-F;,TPP-N*

Esquema 14. Sintesis de los conjugados C1, C2, C3y C4.
Metilacién de las MNPSIN*- F1oTPP-N* (sintesis del conjugado 4, C4)

Una alicuota de 21 ml de la suspension del conjugado 3 se somete a metilacion. Se obtiene
asi el conjugado 4 (C4), MNPSIN*- F1oTPP-N*, en el cual tanto las NP como la porfirina
estan metiladas.

Al finalizar cada paso de sintesis se extrae una alicuota de 20 ml para utilizar como
suspension stock en diferentes estudios y otra de 1 ml, para controlar que se haya mantenido

la misma concentracion en mg/ml a lo largo de todo el proceso de reacciones. De esta

79



MATERIALES Y METODOS

manera, todos los conjugados contienen una similar concentracion de porfirina inmovilizada

por mg de NP (10 nmol/mg).
111.9. Metilacion de grupos amino

La reaccion de metilacion se llevo a cabo en DMF, por lo que en primer lugar, se descartd
el agua de la suspension de NP correspondiente, mediante decantacion magnética. Luego de
sucesivos lavados con DMF, se resuspendieron en dicho solvente y se adicionaron 2 ml de
CHsl. La reaccion se llevo a cabo durante 16 h, a 40 °C con agitacion continua. Los lavados

se realizaron con DMF y agua, mediante decantacion magnética.

111.10. Sintesis de los conjugados MNPNH2-FsPh-BOD-H2 y MNPNH2-F4sPh-BOD-
Br2

Los BODIPYs AcO-BOD-Br;, FsPh-BOD-H2 y FsPh-BOD-Br, fueron previamente
sintetizados siguiendo la metodologia descripta en la literatura. *°° AcO-BOD-Br; se utiliz6
como molécula referencia.

La sintesis de los conjugados se realiz6 en condiciones similares que en I11.7. Se
prepararon soluciones de los bodipys FsPh-BOD-H2 y FsPh-BOD-Br» en acetonitrilo. Cada
una de ellas se mezclé con una suspensién 10 mg/ml de MNPSINH2, quedando una
concentracion 1 mM de los BODIPY's inmovilizados en las NP, en ambas suspensiones. La
reaccion se llevo a cabo a 70 °C, en atmdsfera de argon, durante 48 h con agitacion continua.
Transcurrido el tiempo de reaccion, se realizaron lavados con acetonitrilo y etanol, para
eliminar el excedente de bodipy. Finalmente, los conjugados sintetizados (Esquema 15) se

resuspendieron en agua (6 nmol/mg, 2 mg/ml en ambos casos).
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MNPSiNH-F,Ph-BOD-H,

Esquema 15. Sintesis de los conjugados MNPSINH-F4sPh-BOD-Br, y MNPSINH-F4Ph-
BOD-H>.

I11.11. Caracterizacion de las NP y los conjugados

La sintesis del nucleo magnético de FesO4 y su funcionalizacion con grupos amino, se
estudio inicialmente mediante FT-IR y TEM. Las Np recubiertas con silica y posteriormente
funcionalizadas con grupos amino, se estudiaron mediante TEM. Por otro lado, los diferentes
conjugados Np-PS, se caracterizaron por TEM y espectroscopia UV-vis. Medidas de
Potencial Z se utilizaron para caracterizar las Np luego de los procesos de metilacién

correspondientes.
111.12. Sintesis de 2,2°-(antraceno-9,10-diil)bis(tetrasodiometilmalonato) (ABMM)

El sustrato derivado de dimetilantraceno, se sintetizo a partir de 2,2’-(antraceno-9,10-
diil)bis(acido metilmalénico) (ABMA, 19 mg, 0,046 mmol) y NaOH (14 mg, 0,275 mmol)

en 1,5 ml de agua. La mezcla de reaccion se sonico durante 10 min y se afiadieron 3 mL de

81



MATERIALES Y METODOS

etanol para precipitar el producto. El s6lido obtenido se lavo tres veces con alcohol etilico
absoluto y se seco bajo presion reducida. ABMM se obtuvo con un rendimiento del 83% (19

mg). Los datos espectroscopicos coinciden con los informados previamente 2,
111.13. Decantacién magnética

La decantacion magnética consiste en orientar las NP hacia alguna zona deseada del
recipiente que las contiene, mediante el acercamiento al mismo de un iméan. En este trabajo
el iman utilizado es de neodimio. El propdsito de dicha decantacion es, principalmente, lavar
a las NP con un solvente diferente al que se encuentran resuspendidas. Generalmente
también se utiliza para concentrar la suspensién, ya sea en mg/ml como en moles de

fotosensibilizador/mg. La Figura 12 muestra el proceso de decantacion magnética.

J-yN -

Figura 12. Secuencia de lavado por decantacién magnética con iman de neodimio de 20 mm
de diametro x 10 mm de alto. Tiempo de migracion de MNP hacia el iman (a-d)= 2 min (en
agua).

111.14. Estudios espectroscopicos

Los estudios espectroscopicos, tanto de los diferentes conjugados como de los PS
sintetizados, se realizaron usando una celda de cuarzo con sus cuatro caras transparentes y
con un paso optico de 1 cm, a 25,0 + 0,5 °C. Los espectros de absorcion se tomaron usando
una concentracion del fotosensibilizador entre 1-2 uM. Los rendimientos cuanticos de
fluorescencia (®F) se calcularon segln la ecuacién 1, comparando el area obtenida debajo
del espectro de emision, de cada PS en el rango de 500-800 nm, con respecto al area del PS

de referencia, segun corresponda.

f PS
PS__ A1 ref
(DF - APS Iref (DF (1)

Donde A corresponde a la absorbancia medida (A<0,05) a la longitud de onda de
excitacion e | es el area debajo del espectro de emision para el PS en estudio y el de referencia

(ref) en el mismo solvente. Estas areas se determinaron utilizando un programa de célculos
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(Microcal Origin, Northampton, MA) a partir de los gréaficos de intensidad de fluorescencia

vs. frecuencia.
111.15. Estudios de fotodescomposicion de sustratos en estado estacionario
111.15.1. Fotooxidacion de derivado del antraceno (ABMM)

ABMM es una molécula que reacciona especificamente con el O2(*Ag) mediante una
cicloadicion 4+2, dando lugar a un endoperoxido en su estructura, formado por la oxidacién
de los dobles enlaces en el anillo central (Esquema 16). *°! De esta manera, el sustrato

ABMM desactiva O2(*Ag) por una reaccion quimica exclusivamente 52,

(eloley oo

“00C

“00C
OOO OZ(IAg) O@O
_—
COO”

COO”

COoO" COO”

Esquema 16. Reaccion de ABMM con 02(1Ag).

Soluciones de ABMM vy los conjugados que correspondan (MNPSI-TCPP, MNPSINH-
TCPP, MNPSINH-F19TPP, MNPSIN*-F15TPP, MNPSINH-F19TPP-N, MNPSIN*-F19TPP-
N*) o ABMM vy la porfirina de referencia, se irradiaron con luz visible, utilizando un
proyector Novamat 130 AF Braun Photo Technik (Nlrnberg, Alemania) equipado con una
lampara hal6gena de 150 W. El intervalo de longitud de onda se seleccioné entre 455-800
nm por medio de filtros Opticos (GG455 cutoff filter). Se utilizé una cubeta transparente de
2,5 cm conteniendo de agua para absorber el calor. La intensidad de la luz en el sitio de
tratamiento fue de 44 mw/cm?,

La concentracién de ABMM se mantuvo en 35 uM, mientras que la de los conjugados y
la porfirina de referencia en 3-5 pM, segln corrsponda. Las soluciones y suspensiones se
prepararon en agua y se irradiaron en una celda de cuarzo de 1 cm de paso oOptico. El valor
de absorbancia a la longitud de onda de irradiacion, tanto de la porfirina imovilizada en las
NP como el de la referencia, se mantuvieron en ~0,1. Las cinéticas de fotooxidacion de
ABMM se estudiaron siguiendo la disminucion de la absorbancia (A) de una de las bandas

mas intensas de este sustrato (Amax= 379 nm, en H20). En estas condiciones experimentales,
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la reposicion de oxigeno en la solucion es mas rapida que la reaccion de fotooxidacion 2,
por lo que la concentracién de Ox(*Ag) se mantiene practicamente constante durante el
tiempo en el cual transcurre la reaccion.

Las constantes de velocidad observadas (kobs"®“™) se obtuvieron del ajuste lineal de In
(Ao/A) vs. tiempo (s). Para la reaccion de ABMM con O (*Ag) en estado estacionario

(ecuacion 2), la velocidad de desaparicion del sustrato se expresa mediante la ecuacion 3.

ABMM +0,('A,) ->P @)
[ABMM]_ | (agMmM Jo,¢A,)]= ke [ABMM]
3t 3
donde kobs = kr [OZ(lAg)]
integrando la ecuacion 3, se obtiene:
ABMM |

In—[ & = Koyt 4
[ABMM] @

Donde [ABMM]o y [ABMM], representan las concentraciones de ABMM a tiempo de
reaccion cero y a un determinado tiempo de reaccion t, respectivamente. Reemplazando las
concentraciones de [ABMM] inicial y a un tiempo de reaccién determinado, por las
correspondientes absorbancias a 379 nm (Ley de Lambert-Beer, A¢®"°=¢379.b.[ABMM]o y

Ad=¢3% b [ABMM]:, se obtiene la ecuacion 5:

|nﬁ:k

A obs t (5)

Graficando linealmente el avance de la reaccion, de forma tal que el término de la

izquierda es la variable dependiente y el tiempo t la variable independiente, se obtiene el
ABMM

valor de &, de la pendiente del gréfico.

La fotooxidacion de ABMM se utilizd para determinar el rendimiento cuantico de
produccion de O2(*Ag) de los conjugados (@A) nombrados anteriormente, utilizando el
fotosensibilizador TPPS4* como referencia (®@""=0,71 %), en el mismo solvente (H20). El
valor de ®»“, se obtuvo por comparacion directa de las pendientes en la region lineal del
gréafico de ajuste mediante la ecuacion 6, para una misma absorbancia de los dos compuestos

(conjugado y referencia).
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f ,Ci
Ci_ q)rAe - kobs
(DA - krebf (6)
obs

111.15.2. Fotooxidacién de 9,10-dimetilantraceno (DMA)

El sustrato DMA, de manera similar que ABMM, desactiva al O2(*Aq) exclusivamente

por una reaccion quimica (Esquema 17).1>41%

O OZ(IAg) O
P .

Esquema 17. Reaccion de DMA con 02(1Ag).

Soluciones de DMA (35 uM) en el solvente organico (DMF o ACN) (2 ml), se prepararon
con FsAPP, F10APP, los BODIPYs y también con los diferentes conjugados a fin de
determinar el rendimiento cuantico de produccion de Oz (*Ag) de cada uno (®a” y ®A°). Se
utilizaron los PS de referencia TAPP, AcO-BOD-Br. y TPPSs* respectivamente
(®A"PP=0,53 en DMF 13!, ®,=0,79 AO-BOD-Br2 on ACN 0, @, TPPS4*=0,71 en agua *°°).
La absorbancia en la longitud de onda de irradiacion de los PS se mantuvo en ~0.3. La
irradiacion se llevo a cabo en una celda de cuarzo de 1 cm de paso Optico. La irradiacion se
Ilevo a cabo de tres maneras diferentes segun el PS utilizado:

a) La disposicion i de la Figura 11 para la fotooxidaciéon de DMA con los
conjugados derivados de MNPSINH-F19TAP.

b) La disposicion ii de la Figura 11 para la fotooxidacion de DMA con los
conjugados MNPSINH-BODIPYs.

c) La disposicion iii de Figura 11 la para la fotooxidacion de DMA con las
porfirinas FsTAP y F1oTAP.

Las cinéticas de fotooxidacion de DMA en a) y ¢) se estudiaron siguiendo la disminucion
de la absorbancia a Amax= 378 nm. Mientras que en b) la cinética se monitore6 mediante la
disminucion de la intendidad de emision de fluorescencia a A= 426 nm. Luego se procedio

de la misma manera que con el sustrato ABMM, descripto anteriormente.
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111.15.3. Fotooxidacién de L-triptéfano (Trp)

El amino&cido Trp se utiliz6 para analizar la eficiencia de los agentes fotosensibilizadores
debido a que puede ser fotooxidado eficientemente por un mecanismo tipo | o 1l (Esquema
18) 157-158

COOH
NH,
N
Y COOH
,{&o Triptofano HOO,
Productos NH
N
H
Cicloadicion 2+2 Adicién ene + ciclizacion
(0] NH,
COOH
”/\O

3-formilquinureina

Esquema 18. Reaccion de Trp con el oxigeno 02(1Ag).

Soluciones de Trp (20 uM) y el conjugado correspondiente (o el PS de referencia, en las
mismas concentraciones que la experiencia con ABMM), disuelto en 2 ml de H2O, se
irradiaron en una celda de cuarzo de 1 cm de paso optico (Lir>455 nm) (A*>151m~ 01 tanto
del conjugado como del PS referencia), segun la disposicion i de la Figura 11. Las cinéticas
de fotooxidacion de Trp se estudiaron siguiendo la disminucion de la fluorescencia a Amax=
347 nm. Los espectros de fluorescencia se obtuvieron excitando las muestras a Aexc= 290 nm
(A7~ 0,1). En estas condiciones experimentales, la intensidad de fluorescencia del Trp
es lineal con la variacion de la concentracion. Para la reaccion de Trp con Oz (*Ag) en estado

estacionario (ecuacién 7), la velocidad de desaparicion del sustrato es expresada por la

ecuacion 8.
'0, + Trp ——Productos (7)
d|T
% = _kr [lOZITrp]:_kobs[Trp] (8)

Integrando ecuacion 8 se obtiene:
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[Trp],
[Tro], ‘

Donde [Trplo y [Trp]: representan las concentraciones de Trp a tiempo de reaccion cero

In

obst (9)

y a un determinado tiempo t de reaccidn, respectivamente. Si se reemplazan estas
concentraciones por las intensidades de fluorescencia correspondientes, a A= 347 nm, se
obtiene:

In|—° =k

It
Graficando de forma lineal el avance de la reaccion, de modo tal que el término In(lo/1)

obs t (10)

es la variable dependiente y el tiempo t la variable independiente, se obtiene el valor de Kobs

de la pendiente de dicho grafico.
111.16. Estudios con microorganismos

Los microorganismos seleccionados para llevar a cabo los experimentos in vitro fueron

la levadura C. albicans, la bacteria Gram positiva, S. aureus y la Gram negativa, E. coli.
111.16.1. Condiciones de crecimiento

Una cepa de Candida sp (PC31) se aisl6 a partir de una muestra clinica de lesion en piel
humana y se caracterizé de acuerdo a los procedimientos convencionales *°. La primera
caracterizacion del cultivo se baso sobre las caracteristicas de las colonias (pigmentacién y
forma), su modo de reproduccion vegetativa, la formacion de hifas o pseudohifas y la
produccion de ascosporas.

La identificacion de la levadura se realizé por el método automatizado mini API ID 20C
AUX (BioMérieux, Marcy I'Etoile, Francia), el cual es un sistema estandarizado para la
identificacion de levaduras que se basa en la asimilacion de carbohidratos ®2. La lectura de
estos resultados indicd que la cepa en estudio perteneceria a la especie Candida albicans.

El cultivo de las levaduras se realiz6 en aerobiosis durante toda la noche (overnight, ON)
en CS a 37 °C hasta alcanzar la fase estacionaria. Las células se cosecharon por
centrifugacion del caldo de cultivo (3000 rpm por 15 min) y se resuspendieron en 4 ml de
PBS correspondiente a ~10” unidades formadoras de colonias (UFC/ml). La células se
diluyeron diez veces para obtener ~10® UFC/ml en PBS. Las células viables de C. albicans
se contaron segun el numero de UFC sobre placas de Petri con agar Sabouraud (AS), luego
de 48 h de incubacion a 37°C.
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La cepa de referencia S. aureus ATCC 25923 se cultivo en agitador rotatorio (100 rpm)
a 37 °C en CTS durante 24 h 1%, De este cultivo se transfirieron asépticamente alicuotas de
60 pl a 4 ml de medio fresco y se incubaron con agitacion constante a 37 °C, hasta llegar a
la mitad de la fase logaritmica (D.O (densidad optica) ~0,3 a A=660 nm). Las células se
recogieron por centrifugacion de los caldos de cultivo en la fase logaritmica de crecimiento
(3000 rpm durante 15 min) y se resuspendieron en 4 ml de PBS. A continuacion, se diluyeron
las células 1/1000 en PBS, lo que corresponde a ~10° UFC/ml. Las bacterias viables se
determinaron en placas de agar tripticasa soya (ATS) luego de ~24 h de incubacién a 37 °C.

La bacteria E. coli (EC7) se aisl6 de una muestra de material urogenital clinico y se
identificé por el método tradicional y por el test mini API ID 32E (BioMérieux), un sistema
estandarizado para la identificacion de bacterias de la familia Enterobacteriaceae y otros
bacilos Gram negativos no exigentes 6. La cepa E. coli se cultivd a 37 °C en CTS, ON.
Posteriormente, se transfirieron de forma aséptica, alicuotas de 40 ul de este cultivo a 4 ml
de medio fresco y se incubaron a 37°C hasta la mitad de la fase logaritmica (D.O= 0,6 a A=
660 nm). Las células en fase logaritmica de crecimiento se recogieron por centrifugacion
(3000 rpm, 15 min) de los caldos de cultivo y se resuspendieron en PBS (4 ml). Luego, se
realiz6 una dilucion de las células en PBS para obtener una densidad celular de ~10% UFC/ml.
El nimero de UFC/ml se determind en placas de ATS luego de ~ 24 h de incubacién a 37
°C.

111.16.2. Unién de los PS a las células microbianas

Suspensiones de células microbianas (2 ml, ~108 UFC/mI de bacterias y ~10°® UFC/ml
de levadura) en PBS, fueron tratadas con diferentes concentraciones de los PSs FsAPP,
F10APP y TAPP (1,0-5,0 uM para S. aureus y 2,5-7,5 uM para E. coli y C. albicans) y
tiempos de incubacién (2-15 min), en la oscuridad a 37 ° C, en tubos de cultivo de Pyrex
(13 x 100 mm). EI PS se agregd desde una solucién madre (~0,5 mM) en DMF. Las células
se centrifugaron a 3000 rpm durante 10 min. Luego se descartd el sobrenadante y se
agregaron 2 ml de SDS acuoso al 2%. Las células fueron incubadas durante la noche a 4 °C
y luego se sonico durante 30 min. La concentracion de porfirina en el sobrenadante se
determiné por espectrofluorimetria (Aexc= 420 nm, Aem= 653 nm). Las intensidades de
fluorescencia de cada muestra fue referida al numero total de células. La concentracion del
PS en la solucién se calculd por comparacion con una curva de calibracion, la cual fue
obtenida con soluciones estandar (0,05-0,2 uM) del PS en 2% SDS.

88



MATERIALES Y METODOS

111.16.3. Fotoinactivacion de microorganismos

Suspensiones celulares de C. albicans, E. coli y S. aureus en PBS, se incubaron con los
diferentes conjugados y PS en tubos de cultivo Pyrex (13x100 mm) durante 30 min en la
oscuridad a 37 °C. Posteriormente, 200 ul de las suspensiones celulares se transfirieron a
microplacas de 96 pocillos. Los cultivos se expusieron a la luz visible por diferentes
intervalos de tiempo (Figura 11.iv). Luego, se diluyeron en forma consecutiva con PBS y se
sembrd cada dilucion (por triplicado) en placas de AS (C. albicans), ATS (E. coliy S. aureus)
(Figura 13). Pasadas las 48 h (C. albicans) y 24 h (E. coli y S. aureus) de incubacion a 37
°C, se procedio al recuento de UFC/ml. La experiencia se realiz6 también utilizando
concentraciones diferentes de los conjugados y PS.

Figura 13. Colonias de células A) S. aureus, B) E. coliy C) C. albicans

111.16.3.1. Inactivaciéon fotodinamica de C. albicans

El estudio en C. albicans se realiz6 con los siguientes conjugados y condiciones

experimentales.

» MNPNH-TCPP y MNPSINH-TCPP (1,5 mg, 2,5 mg y 5,0 mg —equivalente
a3,0 uM, 5,0 uM y 10 uM de TCPP inmovilizada). 30 min de irradiacion.
Volumen de la suspension celular: 1,5 ml.

» MNPNH-TCPP y MNPSINH-TCPP (25 mg, 50 pM de TCPP
inmovilizada). Tiempos de irradiacion: 5, 15 y 30 min. Volumen de
suspension celular: 1,5 ml.

» MNPSIN-F19TPP, MNPSIN*-F1gTPP, MNPSIN-F1sTPP-N y MNPSIN®-
FisTPP-N* (0,4 mg, 2,0 uM de porfirina inmovilizada). Tiempo de

irradiacion: 30 min. Volumen de suspension celular: 2 ml.

Se estudi6 también C. albicans con las siguientes porfirinas y condiciones:
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FsAPP, F10APP, TAPP:

» Estudio de unidn celular. Concentraciones de las porfirinas: 2,5 uM, 5,0 upM
y 7,5 UM.

» Estudio de inactivacion fotodinamica. Concentraciones de las porfirinas: 2,5
MM, 5,0 UM y 7,5 uM. Tiempos de irradiacion: 5, 15 y 30 min.

» Estudio del mecanismo de accion fotodindmica. Concentracion de las

porfirinas: 5,0 uM. Tiempo de irradiacion: 15 min.
111.16.3.2. Inactivacion fotodinamica de E. coli

El estudio en E. coli se realiz6 con los siguientes conjugados y condiciones

experimentales.

» MNPNH-TCPP y MNPSINH-TCPP (0,5 mg, 1,5 mg y 2,5 mg —equivalente
al,0puM, 2,0 uM y 5,0 uM de TCPP inmovilizada). 30 min de irradiacion.
Volumen de la suspension celular: 1,5 ml.

» MNPNH-TCPP y MNPSINH-TCPP (2,5 mg, 50 pM de TCPP
inmovilizada). Tiempos de irradiacion: 5, 15 y 30 min. Volumen de
suspension celular: 1,5 ml.

» MNPSIN-F19TPP, MNPSIN*-F1gTPP, MNPSIN-F1cTPP-N y MNPSIN*-
FisTPP-N* (0,4 mg, 2,0 uM de porfirina inmovilizada). Tiempo de
irradiacién: 30 min. Volumen de suspension celular: 2 ml.

» MNPSINH-F4Ph-B-Br, y MNPSINH-FsPh-B-H> (0,5 mg, equivalente a 3,0
pM de BODIPY inmovilizado). Tiempos de irradiacion: 5y 15 min. Volumen

de suspension celular: 1 ml.
Se estudid tambien E. coli con las siguientes porfirinas y condiciones:
FsAPP, F10APP, TAPP:

» Estudio de unidn celular. Concentraciones de las porfirinas: 2,5 uM, 5,0 upM
y 7,5 UM.

» Estudio de inactivacién fotodinamica. Concentraciones de las porfirinas: 2,5
MM, 5,0 uM y 7,5 uM. Tiempos de irradiacion: 5, 15 y 30 min.

» Estudio del mecanismo de accion fotodinamica. Concentracion de las

porfirinas: 5,0 uM. Tiempo de irradiacién: 5 min.
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111.16.3.3. Inactivacion fotodindmica de S. aureus

El estudio en S. aureus se realizd con los siguientes conjugados y condiciones

experimentales.

>

MNPNH-TCPP y MNPSINH-TCPP (0,5 mg, 1,5 mg y 2,5 mg —equivalente
al,0puM, 2,0 uM y 5,0 uM de TCPP inmovilizada). 30 min de irradiacion.
Volumen de la suspension celular: 1,5 ml.

MNPNH-TCPP y MNPSINH-TCPP (25 mg, 50 pM de TCPP
inmovilizada). Tiempos de irradiacion: 5 y 15 min. Volumen de suspension
celular: 1,5 ml.

MNPSIN-F19TPP, MNPSIN*-F19TPP, MNPSIN-FisTPP-N y MNPSIN®-
FisTPP-N* (0,4 mg, 2,0 uM de porfirina inmovilizada). Tiempo de
irradiacion: 15 min. Volumen de suspension celular: 2 ml.
MNPSINH-FsAPP y MNPSINH-FoAPP (0,5 mg y 1,0 mg, equivalente a 2,5
UM y 5,0 UM de porfirina inmovilizada). Tiempos de irradiacion: 5y 15 min.
Volumen de suspension celular: 2 ml.

MNPSINH-F4Ph-B-Br, y MNPSINH-F4Ph-B-H2 (0,5 mg, equivalente a 3,0
pMM de BODIPY inmovilizado). Tiempos de irradiacion: 5y 15 min. Volumen

de suspension celular: 1 ml.

Se estudid también S. aureus con las siguientes porfirinas y condiciones:

FsAPP, F10APP, TAPP:

» Estudio de unidn celular. Concentraciones de las porfirinas: 1,0 uM, 2,5 uM

y 5,0 uM.

» Estudio de inactivacion fotodindmica. Concentraciones de las porfirinas: 2,5

MM, 5,0 uM y 7,5 uM. Tiempos de irradiacion: 5, 15 y 30 min.

» Estudio del mecanismo de accion fotodinamica. Concentracion de las

porfirinas: 1,0 uM. Tiempo de irradiacién: 5 min.

111.16.4. Curva de crecimiento

111.16.4.1. Curva de crecimiento de C. albicans

Las células en fase estacionaria se cosecharon por centrifugacion del caldo de cultivo

(3000 rpm, 15 min) y se resuspendieron en 4 ml de PBS 10 mM, correspondiente a ~ 107

UFC/ml. Una porcién (1 ml) del cultivo se transfirio asépticamente a 20 ml de medio fresco
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de CS. La suspensién homogeneizada se fraccion6 en tubos tipo Pyrex (2 ml) y se adicion6
la cantidad apropiada del conjugado MNPNH-TCPP (10 mg, 15 uM de TCPP inmovilizada).
Los cultivos se incubaron a 37°C e irradiaron con luz visible (disposicion v, Figura 11). En
intervalos de 30 min se determin6 la D.O (A= 660 nm). Las curvas de crecimiento se

representaron en un grafico de absorbancia vs. tiempo de irradiacion.

111.16.4.2. Curva de crecimiento de E. coli

Una alicuota (60 pl) de cultivo ON en CTS fue transferido a 20 ml de este mismo caldo
fresco. A continuacién, la suspension se homogeneizo y se afiadieron a alicuotas de 2 ml de
cultivo, 10 mg de MNPNH-TCPP. Los tubos tratados fueron inmediatamente irradiados con
luz visible a 37°C. En este experimento, la irradiaciéon se realizd sin incubacion previa
porque este protocolo se utilizd para evaluar la capacidad del PS de atenuar el crecimiento
del cultivo celular. EI crecimiento del cultivo celular se midio, en intervalos de 60 minutos,
por D.O a 660 nm. Las curvas de crecimiento se representaron en un grafico de absorbancia

vs. tiempo de irradiacion.

111.16.4.3. Curva de crecimiento de S. aureus

Se procedié de manera similar a E. coli. Sin embargo, la cepa de S. aureus utilizada, en
las condiciones dptimas de crecimiento, produce agentes enddgenos PS de especies reactivas

que provocan la autoinactivacion de las células evitando el crecimiento microbiano®?,

111.16.5. Reutilizacion de conjugados nanoparticula magnética-porfirina en la PDI

de microorganismos

Las suspensiones celulares de microrganismos en PBS se incubaron con los conjugados
correspondientes durante 30 min en la oscuridad a 37 °C. Posteriormente, 200 pl de las
suspensiones celulares se transfirieron a microplacas de 96 pocillos. Luego, las células
fueron expuestas a luz visible durante 30 min. A continuacion, se procedié a la recuperacion
de los conjugados mediante decantacion magnética. El liquido remanente se diluy6 en forma
seriada con PBS, y cada dilucién se sembrd por triplicado en placas con los medios
correspondientes a cada microorganismo. Por otra parte, los conjugados recuperados se
resuspendieron en una nueva suspension celular en PBS, se mantuvieron 30 min en
oscuridad y se procedi6é a irradiar de igual manera a lo explicado anteriormente. Este
procedimiento (Figura 19) se realizo dos veces mas, obteniendo como resultado el namero

de colonias contadas en cada etapa de recuperacion.
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El estudio de reutilzacion se realizé con los siguientes conjugados y sus correspondientes

concentraciones, en los tres microorganismos seleccionados.

» MNPNH-TCPP y MNPSINH-TCPP (1,5 mg, 45 pM de TCPP
inmovilizada). Tiempos de irradiacion: 30 min en C. albicans y E. coli, 15
min en S. aureus. VVolumen de suspensién celular: 1 ml.

» MNPSIN*-F1sTPP-N* (0,2 mg, 2,0 uM de porfirina inmovilizada). Tiempos
de irradiacion: 30 minen C. albicans y E. coli, 15 min en S. aureus. Volumen

de suspension celular: 2 ml.

Adicién de liquido
infectado

Remocion del
sobrenadante

Conjugados / :
Nanoiman- -’

porfirina e
Liquido
infectado

Nuevo ciclo

Esquema 19. Método de recuperacion de los conjugados nanoparticula magnética-porfirina
para su posterior reutilizacion.

111.16.6. Estudio del mecanismo de fotoinactivacion de las porfirinas FsAPP, F1oAPP
y TAPP

Suspensiones celulares de C. albicans (2 ml, ~10% UFC/ml), E.coli (2 ml, ~10” UFC/ml)
y S. aureus (2 ml, ~10" UFC/ml) en PBS se trataron de diferentes maneras. Por un lado se
estudiaron en presencia de azida o D-manitol (50 mM). Los microorganismos en las
condiciones antes descriptas, se incubaron en agitacién durante 30 min a 37 °C en la
oscuridad con las porfirinas FsAPP, F1oAPP y TAPP (1 uM en S. aureus, 5 uM en C.
albicans y E. coli). Luego, los cultivos se irradiaron con luz visible durante 5 min en en S.

aureus y E. coli, mientras que el tiempo de irradiacion para C. albicans fue de 15 min.
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Por otro lado, se realizaron ensayos de fotoinactivacion en D20O. Para ello, las células se
centrifugaron (3000 rpm durante 15 min), se resuspendieron en 2 ml de PBS en D>O y se
incubaron 30 min con el nuevo medio para permitirle al microorganismo adaptarse al mismo.
Posteriormente, se incub6 con la cantidad correspondiente de las porfirinas como se

describié anteriormente.

Las suspensiones celulares se diluyeron en forma consecutiva con PBS y se sembré cada
dilucion (por triplicado) en placas de AS (C. albicans), ATS (E. coli y S. aureus). Luego de
48 h (C. albicans) y 24 h (E. coli y S. aureus) de incubacion a 37 °C, se procedio a contar
las UFC.

I11. 16. 7. Microscopia de fluorescencia

La microscopia de fluorescencia se utiliz6 para observar el poder citotoxico de los
conjugados C2, C4, MNPSINH-FsPh-BOD-Br2 y MNPSINH-F4Ph-BOD-H: en las bacterias
E. coli y S. aureus. También mediante esta técnica se observo la fluorescencia de bacterias
marcadas con el conjugado MNPSINH-FsPh-BOD-Ho.

Para llevar a cabo los experimentos, las cepas de E. coli se cultivaron por 24 h a 37°C en
agar TS. Los cultivos se prepararon a partir de una tnica colonia aislada proveniente de un
cultivo puro. La cepa E. coli C7 se cultivé en agar TS durante 24 h a 37°C, luego se
adicionaron 2 ml de una solucion amortiguadora de fosfato salino (PBS, pH=7,4) a la placa
de cultivo y se recogio la suspension bacteriana fresca. El cultivo se centrifugd a 3000 rpm
por 10 min y el pellet se lavo con PBS 3 veces. ElI mismo procedimiento se llevo a cabo para

cepas de S. aureus.

Para los ensayos por microscopia de fluorescencia, se disefi6 una cdmara de vidrio
compuesta por un cilindro de plastico adherido a un cubreobjetos de vidrio (20 x 20 mm).
La cdmara se inmovilizé a la platina del microscopio y se ajusté la temperatura a 37°C. Las
muestras se trataron con 1 uM de yoduro de propidio (P, fluorocromo rojo que interacciona
con el ADN y nos permite observar la morfologia nuclear) y 3 uM del conjugado
correspondiente. Posteriormente, las muestras se irradiaron en un microscopio de
fluorescencia invertido con un filtro azul (filtro de excitacion de paso de banda, Aexc = 410-

500 nm, 0,4 mW/cm?) y se observo la emision en el rojo (Aem >530 nm).
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111.17. Anélisis estadisticos

Todos los experimentos fueron repetidos separadamente tres veces. Fue utilizada la
prueba t-Student o Test-T para establecer diferencias significativas entre grupos, mediante
el método ANOVA. Las diferencias fueron consideradas estadisticamente significativas con
un nivel de confianza del 95 % (p<0.05). Los datos fueron representados como la

mediatdesviacion estandar de cada grupo.
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CAPITULO IV

IV. RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente capitulo se muestran las discusiones respecto a los resultados que se
fueron obteniendo en el proceso de estudio y obtencion de NP magnéticas, que van desde la
sintesis del nucleo magnético, FesOs, hasta la obtencion de diferentes conjugados con

porfirinas. Se llego a estudiar ademas, la conjugacion con BODIPYs.

Los resultados corresponden al uso de diferentes técnicas de caracterizacion que
permiten conocer la morfologia de las NP y sus conjugados, las propiedades
espectrsocopicas de absorcion y emision de fluorescencia y las propiedades fotofisicas.
Ademas, se utilizaron tres microorganismos de diferente susceptibilidad a la muerte, para

el estudio de la capacidad fotoinactivante de cada uno de los conjugados desarrollados.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente subcapitulo se muestran los resultados de la sintesis del nucleo magnético
Fes04, la funcionalizacion del mismo con grupos propilamino y la conjugacion con una
porfirina tetradcida, mediante uniones amida. Se muestran también las diferentes técnicas de

caracterizacion de las etapas de sintesis, estudios de actividad e inactivacion fotodinamica.

IV.1.1 Sintesis de nanoparticulas magnéticas
IVV.1.1.1 Sintesis de NP de Fe3Os. Método de coprecipitacion.

Las NP de oxido de hierro (FezO4) (MNP), se sintetizaron por el método de coprecipitacion
convencional con algunas modificaciones 3. A una solucion de FeCl, y FeCls en agua se
adiciond NH4OH a 80°C. El color de la solucién pasé de naranja a negro inmediatamente y se
comprobd que el pH fuera 9. Las MNP se lavaron con agua pura por decantacion magnética.
Luego, se resuspendieron y centrifugaron con el fin de utilizar las NP mas pequefias (NP del

sobrenadante).

IV.1.1.2. Sintesis de MNP de Fe3O4 con terminaciones amino (MNPNH2)

Las NP magnéticas sintetizadas en el punto anterior se lavaron con acetona por decantacion
magnética y se resuspendieron en dicho solvente. Luego de tratarse con ultrasonido por 45 min,
se adiciond una solucion de APTS en tolueno (0,3 M). La reaccion se llevo a cabo con agitacion
continua a 60 °C por 4 h, y se dejo reaccionando 12 h a 37°C (Esquema 8)**°. Las NP recubiertas
con grupos amino (MNPNH>) se purificaron mediante sucesivos lavados con etanol, por

decantacion magnética.

Se intentd sintetizar las MNPNH2 mediante el mismo procedimiento anteriormente
mencionado con la diferencia del medio de reaccion, utilizando etanol®® en lugar de la mezcla
tolueno:acetona. Sin embargo, se obtuvieron resultados negativos. Al realizar los lavados por
decantacion magnética, se observd, tanto por espectroscopia IR como UV-visible, que el
producto contenia las mismas caracteristicas que las MNP en lugar de las recubiertas con grupos

amino.

IV.1.1.3. Sintesis del conjugado MNPNH-TCPP

La sintesis del conjugado MNPNH-TCPP (Esquema 8) se llevo a cabo mediante dos
procedimientos diferentes, utilizando una porfirina que contiene cuatro grupos carboxilos

terminales. Los carbonilos presentes en dicha porfirina, fueron el centro de ataque nucleofilico
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de los grupos amino que contienen las nanoparticulas magnéticas recubiertas, formandose
uniones amida (-COONH-) entre MNPNH. y TCPP, dando como producto el conjugado. La
unién covalente, en ambos procedimientos, se realizo en presencia de NHS y EDC (Esquema
7).

En ambos casos, las MNPNHz se hicieron reaccionar con una solucion de TCPP “activada”
145 La diferencia en los procedimientos consistio en la utilizacion de determinados solventes y
cantidades en la activacion de TCPP. Por un lado, TCPP se mezclé con EDC y NHS en 20 ml
de agua (TCPP: EDC: NHS, 1:90:18) . Por otro lado, TCPP se disolvié en DMF y luego se
mezclo6 con una solucion de EDC/NHS en H2O (TCPP: EDC: NHS, 1:4:4) durante 2 h a 25 °C.
Finalmente, ambas soluciones de TCPP activadas se mezclaron con las MNPNHz, calentando a
60 °C, durante 24 h en atmdésfera de Ar. El conjugado formado en ambos casos se lavé con agua
y etanol por decantacion magnética. Al comparar la concentracion de TCPP aproximada unida
a las MNPNHz, se observé que la concentracion de TCPP por mg de nanoparticula magnética
obtenida, es unas 150 veces mayor cuando TCPP se activa en el solvente organico. Esto puede
deberse a la buena solubilidad que presenta la TCPP en DMF, acompafiado de un mejor proceso

de activacion del grupo carboxilo utilizando cantidades equimolares de EDC y NHS.

IVV.1.2. Caracterizacion de las MNP
1V.1.2.1. Microscopia de transmision electrénica (TEM)

La Figura 14 muestra fotografias de TEM de MNP y MNPNH.. En dichas imégenes se
observa la presencia de sistemas nanométricos. No se encontré un aumento considerable en el
tamafo de las NP luego de ser recubiertas con APTS. Este resultado coincide con trabajos
publicados previamente por otros autores 64165 En las fotografias pueden verse también, la

formacion de agregados entre las MNP y las MNPNH..
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Figura 14. Imagenes tipicas de TEM de (A) MNP, (B) MNPNH..

1VV.1.2.3 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR)

La espectroscopia infrarroja se ha usado para determinar cualitativamente si se produjo el
recubrimiento de las MNP por los grupos amino, luego del agregado de APTS. La Figura 15
muestra los espectros FT-IR de las NP magnéticas sin recubrir, MNP, del compuesto de

cobertura, APTS y de las NP magnéticas recubiertas, MNPNHo.

Como principales picos caracteristicos de MNP (FezOs) se pueden observar el de 590-575
cm, correspondiente al estiramiento Fe-O y el de 3600-3200 cm?, banda ancha del estiramiento
O-H en interaccion puente hidrdgeno. Por otro lado, el reactivo APTS presenta picos
caracteristicos de estiramientos C-H a 2930 cm™ y 2850 cm™, y los de flexion C-H a 2850 cm’
!, También pueden observarse bandas correspondientes a los estiramientos C-N y N-H a 1360-
1180 cm™ y 3400-3200 cm'?, respectivamente. El espectro FT-IR del producto de reaccion entre
MNP y APTS luego de varios lavados con etanol, muestra los picos caracteristicos del cobertor
y de las NP magnéticas. Ademas, se produce una disminucién en el ancho de la banda que
aparece a 3530-3240 cm'?, zona en la que absorben y se superponen los estiramientos O-H y N-
H. En el compuesto MNPNH> la cantidad de grupos —OH es menor que en MNP, razén por la
que puede atribuirse la disminucion del ancho de dicha banda. Estos resultados coinciden con
los encontrados anteriormente por otros autores 31132, Es importante destacar que cuando se
intento recubrir a las MNP con APTS utilizando etanol como medio de reaccidn, el espectro FT-

IR del producto coincidia con el de MNP sin ninguna banda adicional correspondiente a APTS,
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lo cual era uno de los indicios de que las NP magnéticas no estaban siendo funcionalizadas con

grupos amino.
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Figura 15. Espectros FT-IR de a) MNP, b) APTS y ¢) MNPNH:

IV.1.2.4 Determinacion de sitios activos -NH2

Una solucion de 2,4-FDNB se hizo reaccionar con tres stocks de suspensiones de NP
magnéticas: MNP (control negativo), MNPNH2 y MNPNH-TCPP; a temperatura ambiente,
durante 6 h. El exceso de 2,4-FDNB se separ6 del producto formado, mediante decantacion
magnética, y se hizo reaccionar con n-butilamina, para formar N-butil-2,4-dinitroanilina. Este
compuesto, de color amarillo, presenta una banda de absorcion en el espectro UV-visible

(Amax=350 nm). Las absorbancias obtenidas se detallan en la Tabla 1.
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La diferencia entre las concentraciones de i) y ii) (Tabla 1) puede dar una medida de la
cantidad de 2,4-FDNB que reacciono con los grupos amino de las MNPNH.. Debido a que la
reaccion de sustitucion nucleofilica aromatica es 1:1, respecto a los reactivos, la cantidad de 2,4-
FDNB que reacciono se iguala a la cantidad de grupos amino presentes en las NP magnéticas.
Realizando la diferencia correspondiente entre la cantidad de (2x10° M — 1,8x10° M), se
obtiene que la cantidad de grupos amino presentes en una muestra de MNPNH: es: 2x10* M.
Teniendo en cuenta que se usaron 2 ml de 2,4-FDNB y que éstos se hicieron reaccionar con 70
mg de MNPNHo2, se obtiene que hay alrededor de 5,7 nmoles de grupos amino, por mg de NP
magnética (5,7 nmol/mg de —NH>).

Tabla 1. Absorbancias correspondientes a la relaciéon entre el exceso de 2,4-FDNB y N-
butilamina.

Absorbancia

Reaccion (=350 nm)
(Blanco) 2,4-FDNB + n-butilamina 1,01
i)a) MNPSi + 2,4-FDNB b) Exceso 2,4-FDNB + n-butilamina 1,01
ila) MNPSINH, + 2,4-FDNB b) Exceso 2,4-FDNB + n-butilamina 0,90
ii)a) MNPSINH-TCPP + 2,4-FDNB b) Exceso 2,4-FDNB + n-
butilamina 0.9

1V.1.2.5 Cantidad de porfirina unida covalentemente en el conjugado MNPNH-TCPP

Los resultados de la experiencia anterior permiten realizar un célculo aproximado de la
cantidad de porfirina que se enlaza covalentemente a las NP. Con el valor de la absorbancia de
N-butil-2,4-dinitroanilina (reaccion iii) mostrada en el Esquema 9, (A**°= 0,96), puede
obtenerse que la concentracion de grupos amino libres (-NH>), es ~3 nmol por miligramo de
NP (3 nmol/mg). Esta concentracion se refiere a los grupos —NH: presentes en las NP que no
formaron enlace covalente con la porfirina. Debido a que se utiliz6 la misma cantidad de
MNPNH: y MNPNH-TCPP para realizar la experiencia (70 mg), es posible calcular la

concentracion aproximada de porfirina unida covalentemente, mediante la siguiente diferencia:
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Grupos amino Grupos amino Grupos amino

totales - libres en enlazados en
(MNPNH,) MNPNH-TCPP MNPNH-TCPP

Por lo tanto, los resultados indican que por mg de NP magnética hay aproximadamente 3

nmol de porfirina inmovilizada.
IV.1.2.6 Medida de la adsorcion de la porfirina en las nanoparticulas magnéticas

Luego de realizar las experiencias, como se detalla en la seccion 111.5, se calcularon las
concentraciones de TCPP finales, es decir, las que quedan en los lavados (cantidad de TCPP sin
unirse a las NP). Cada lavado se realizé con agua y etanol, luego de sonicar las correspondientes
mezclas durante 5 min. Mediante espectroscopia UV-vis se corrobor6 que el sobrenadante del

lavado final no tuviera porfirina disuelta.

Por un lado, la concentracion final de TCPP en los lavados de la mezcla
TCPP/EDC/NHS+MNPNH2, es 3,2+0,1 mM (teniendo en cuenta que se usaron 20 mg,
implicaria que posiblemente alrededor de 3 nmol de TCPP/mg de NP, estan unidos
covalentemente). Por otro lado, la concentracion final de TCPP en los lavados de la mezcla
TCPP+MNPNH_, es 3,4+0,1 mM. Esta diferencia implicaria que la TCPP no se adsorbe en las
NP. Ademas de estos calculos, se midieron los espectros UV-visible correspondientes a las NP
magnéticas involucradas en cada mezcla. El espectro de las MNPNH2 mezcladas con la TCPP
sin activantes, no muestra rastros (banda Soret) correspondiente a adsorcién de TCPP (linea
discontinua Figura 16). Por el contrario, el espectro de las NP que fueron mezcladas con
TCPP/EDC/NHS, muestran una banda, correspondiente a la unién covalente de la TCPP a las
MNPNH: (linea continua Figura 16).

I1VV.1.2.4 Espectroscopia de absorcion UV-visible

La Figura 16 muestra los espectros de absorcion del producto de reaccién de MNPNH. con
TCPP, la dispersion de luz de MNPNH,, la diferencia de absorbancias entre estos dos vy el
espectro de absorcion de TCPP que quedo sin reaccionar. Se puede observar una banda Soret a
Amax= 437 nmy cuatro bandas Q (en la region 500-650 nm) (Qx(0,0), @x(1,0), Qy(0,0) y Qy(1,0),
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asociadas con una simetria Do, %2 caracteristicas de porfirinas base libre “°. La presencia de
dichas bandas indica el éxito del proceso de formacion del enlace amida entre MNPNH. y TCPP,
por lo que podria decirse que el espectro corresponde al conjugado MNPNH-TCPP. Por otro
lado, el espectro de la TCPP sin reaccionar coincide con el de TCPP monomero en el mismo

solvente.

Absorbancia

500 600 700

X (nm)

300 400

Figura 16. Espectros de absorcion de MNPNH-TCPP (linea continua), MNPNH: (linea
discontinua), diferencia de absorcion (MNPNH-TCPP) — (MNPNH_) (linea gris) y TCPP (linea
discontinua punteada) en agua

En el espectro de MNPNH-TCPP se observa un corrimiento batocromico de 24 nm (Amax=413
nm TCPP disuelta a Amax=437 nm TCPP inmovilizada sobre MNP), junto con un
ensanchamiento de la banda Soret de la TCPP, respecto a cuando el fotosensibilizador no esta
unido covalentemente a las MNP. Estos hechos indican la presencia de interaccion entre las
porfirinas en la estructura de las MNP, efecto que también se observa en porfirinas
inmovilizadas sobre una superficie y se lo asocia generalmente a una agregacion parcial del

fotosensibilizador 1.

En la Tabla 2 pueden observarse las diferencias en los parametros espectroscépicos,
correspondientes al conjugado MNPNH-TCPP y a la porfirina TCPP libre. Debido a la presencia
de interaccién entre las moléculas de porfirina, enlazadas a MNPNH: , se puede afirmar que el
valor de absortividad molar () de TCPP unida es menor al de TCPP libre, pero no se conoce el

valor exacto.
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Tabla 2. Propiedades espectroscépicas UV-visible de MNP-TCPP y TCPP libre en agua.

PS xméxsorEt (nm) g (M cm’)
TCPP 413 3,65X105(a)
MNPNH-TCPP 437

(a) 167
1V.1.3. Actividad fotodinamica

1VV.1.3.1. Fotooxidacion de ABMM

La produccion de Ox(*Ag) por el conjugado MNPNH-TCPP se estudié por un método
indirecto en presencia de ABMM. Esta molécula reacciona especificamente con el O2(*Ay),
dando lugar a un endoperoxido en su estructura, formado por la oxidacion de los dobles enlaces
en el anillo central. De esta manera, el sustrato ABMM desactiva O2(*Ag) por una reaccion

quimica exclusivamente (Esquema 16) 1.

La fotooxidacion se siguié por espectroscopia de absorcion en el visible, monitoreando la
disminucion de la absorbancia de una de las bandas caracteristicas de ABMM (Amax=379 nm),
como se ilustra en la Figura 17. Esto fue posible debido a que el endoperdxido que se forma, no

presenta absorcion en el visible.

La descomposicion de ABMM (~35 uM) fotosensibilizada por MNPNH-TCPP (1 mg, 3uM
de TCPP inmovilizada) se estudi6 en agua irradiando la solucién a intervalos de tiempo de 5
min (Air=455-800 nm, region en la que solo absorbe el conjugado). Debido a que TCPP libre no
es muy soluble en agua, se utilizo como referencia la porfirina anionica TPPSs*, la cual, ademas,
no interacciona con ABMM (a diferencia de la mayoria de las porfirinas catidnicas),
permitiendo una adecuada produccion de O2(*Ag) .

La fotooxidacion de ABMM sigue una cinética de pseudo primer orden a la longitud de onda
379 nm, con respecto a la concentracion de ABMM. La Figura 17 b muestra las gréficas
semilogaritimicas tipicas que describen el progreso de la reaccion estudiada. A partir de las
pendientes de estos graficos, se obtuvieron las constantes de velocidad observadas (Kobs”&MM:
Figura 17 b) del conjugado MNPNH-TCPP y de TPPS4*. El rendimiento cuantico de produccion
(Da) de O2(*Ag) de MNPNH-TCPP se calculé comparando dichas pendientes.

112



RESULTADOS Y DISCUSION
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Figura 17. Fotooxidacion de ABMM (35 uM). a) Cambios en el espectro de absorcion de
ABMM sensibilizado por MNPNH-TCPP. b) Graficos de primer orden para MNPNH: (#),
MNPNH-TCPP (m) y TPPSs* (ref) (A), en H20. Airr= 455-800 nm, Atirr =5 min.

El conjugado MNPNH-TCPP presenta en agua un valor de @, relativamente méas bajo que la

porfirina TCPP libre (®a =0,53'%). Este es un valor esperado debido a una agregacion parcial
de TCPP unida a las NP. Sin embargo, la actividad fotodinamica de TCPP inmovilizada es

suficientemente alta para inducir dafios en sistemas bioldgicos.

1VV.1.3.2. Fotooxidacion de Trp
El Trp es uno de los compuestos de interés bioldgico que se utiliza para analizar la eficiencia

que tiene el PS para descomponerlo. Esta reaccion puede ocurrir por un mecanismo Tipo | o
Tipo 11, como se muestra en el Esquema 18 69,

El efecto fotodindmico se analiz6 monitoreando la descomposicion de Trp a través de la
disminucion en su emision de fluorescencia a 347 nm en H2O, utilizando la misma
concentracion de MNPNH-TCPP usada en la fotooxidacion de ABMM, irradiando a A= 455-
800 nm, en intervalos de 5 min.

La fotodescomposicion (Figura 10 a) siguié una cinética de pseudo primer orden con respecto
a la concentracion de Trp. En la Figura 10 b se observan las graficas semilogaritmicas que
describen el progreso de la reaccién. A partir del ajuste lineal de estos graficos, se calcularon
los valores de kobs'™P para la fotodescomposicion de Trp sensibilizada por MNPNH-TCPP y la
porfirina usada como referencia, TPPSs*(Tabla 3).

113



RESULTADOS Y DISCUSION

Debido a que la fotooxidacion de ABMM y Trp sensibilizada por MNPNH-TCPP se estudid

en el mismo solvente (agua) y se utilizo la misma fuente de irradiacion (A= 455-800 nm), se

ABMM ABMM

pueden comparar directamente las magnitudes de Kops Y Kobs'™P. Se observa que Kobs es
aproximadamente el doble del valor de kops'™. Como se describié anteriormente, ABMM
reacciona quimicamente de manera especifica con O2(*Ag). Por lo tanto, la descomposicion de

Trp se debe al ataque del O2(*Ag), por un mecanismo de reaccion del Tipo I1.

Utilizando ambos valores de kobs Se pudo determinar el valor de la constante de velocidad de
reaccion para Trp. A partir de las ecuaciones ecuacion 3 y ecuacion 8, se puede escribir la

ecuacion 11.
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Figura 18. Fotodescomposicion de Trp (~20uM), en H20. a) Cambios en espectro de emisién
de Trp sensibilizado por MNPNH-TCPP (lexc=290 nm). b) Graficos de primer orden por
MNPNH-TCPP (m), MNPNH; () y TPPSs* (A). hirr= 455-800 nm, Atirr =5 min.

T
kb KM 0, (A)]

= 11
e T (02 () )
Simplificando y despejando k:"™ se obtiene,
Trp, ABMM
T ko Sk}"
krrp = zAf’MM (12)

Suponiendo que ABMM tiene un valor de k”®MM= 1x10® M-s?, similar al obtenido para
9,10-antraceno dipropianato (ADPA) en agua (pH=6,8), puede calcularse k"= (4,3 +0,2) x10’

M-1s, Este valor es similar al encontrado para la fotooxidacion de Trp inducida por O2(*Ag) en
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agua a pH=7 (6,0 x 10" M1s1).”® Por Io tanto, la descomposicion del aminoacido, inducida por
MNPNH-TCPP, es principalmente producida por un fotoproceso Tipo Il.

Tabla 3. Pardmetros cinéticos para la descomposicion de sustratos (kKobs®™™ y kobs'™) y
rendimientos cuanticos de produccion de O2(*Ag) (D) en agua.

PS kobsABMM ® I(obsTrp kobsTrp/ krTrp
A
sh sh Kgps"BMM (M1sT

TPPS,+ (Ref)  (6,02+0,08)x10 0,71 (2,49+0,05)x104 0,42 (4,240,3)x107

M'T\'CPF',\'PH' (2,36+0,05)x104  028+003  (1,03£0,03)x104 044  (44+03)x107

a Ref. 156

IV.1.4. PDI de microrganismos

Para el estudio de PDI se seleccionaron una levadura, C. albicans, una bacteria Gram
negativa, E. coli y una Gram positiva, S. aureus, abarcando un amplio espectro de
microorganismos patdgenos que pueden estar presentes en aguas de consumo y aguas residuales,
las cuales podrian ser tratadas con sensibilizadores inmovilizados, unidos quimicamente a

nanoparticulas magnéticas, para su posterior recuperacion del medio.

Estas suspensiones celulares se trataron con las MNPNH-TCPP, las cuales presentaron
actividad fotodinamica frente a ABMM vy Trp, descripto en la seccion anterior. Las
nanoparticulas magnéticas MNP y MNPNH: se utilizaron para analizar la toxicidad luego de

ser incubadas con las correspondietes suspensiones celulares.

V.1.4.1. PDI de microorganismos en suspensiones celulares en PBS
1V.1.4.1.1. PDI de C. albicans

Suspensiones de C. albicans en PBS se trataron con la misma cantidad en mg de MNPNH-
TCPP, MNP y MNPNH2, por 30 min a 37°C en oscuridad (MNPNH-TCPP :0,5mg, 1,5 mg y
2,5 mg —equivalente a 1,0 uM, 2,0 uM y 5,0 uM de TCPP inmovilizada). Luego se las expuso
a la luz visible, durante 5, 15 y 30 min. Ademas, se analizo la accion fotodinamica de diferentes
concentraciones de MNPNH-TCPP. Los experimentos de control ponen de manifiesto que la
viabilidad celular no se vio afectada por la iluminacion de las suspensiones celulares en ausencia

del conjugado MNPNH-TCPP, ni por incubacion del mismo en la oscuridad durante 30 min.
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Por lo tanto, la disminucidn de la viabilidad observada después de la irradiacion de los cultivos
tratados, se debe a la inactivacion fotodinamica por la TCPP inmovilizada en las NP. En algunos
casos, se observa una leve inactivacion celular por parte de MNP y MNPNHo>, en tiempos
elevados de irradiacion. Esto puede deberse a un posible calentamiento de las nanoparticulas
magnéticas, ocasionado por la irradiacion en longitudes de onda proximas al IR cercano (~800

nm), efecto que se conoce como “fototérmico” 17°.

Por otro lado, la fotoinactivacion de C. albicans depende de la concentracién de la porfirina
inmovilizada sobre las NP y de los tiempos de exposicion a la luz visible. La Figura 19 a)
muestra que la disminucion de la viabilidad celular de C. albicans aumenta cuando sus cultivos
son incubados con concentraciones mayores de MNPNH-TCPP. EI mismo efecto se observa

cuando son irradiadas por tiempos mas prolongados (Figura 19. b).

Las células de C. albicans tratadas con 5,0 mg de MNPNH-TCPP y expuestas a la luz visible
durante 30 min, reducen su viabilidad celular un 99,999 %. La fotoinactivacion se mantuvo
elevada aun utilizando 2,5 mg (99,99 %). Sin embargo, disminuye considerablemente cuando
las células fueron tratadas con 1,0 mg (99 %). La accién fotodindmica de MNPNH-TCPP
también es notablemente mayor cuando se irradia la suspensién celular incubada con 2,5 mg

durante 30 min (mayor al 99,9997 %), respecto a cuando los tiempos son 15y 5 min.
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Figura 19. Inactivacién fotodindmica de C. albicans tratadas con a) diferentes concentraciones
de MNPNH-TCPP (m), MNPNH; (¢) y MNP (») (1,0 mg, 2,5 mg y 5,0 mg) e irradiadas con
luz visible durante 30 min y b) 2,5 mg de MNPNH-TCPP (5 uM) (m), MNPNH: (¢) y MNP
(™) y expuestas a irradiacion con luz visible por diferentes tiempos (5, 15 y 30 min). Las células
se incubaron con dichas concentraciones durante 30 min a 37 °C en la oscuridad. Células sin
fotosensibilizador irradiadas (®).
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1VV.1.4.1.2. PDI de E. coli

Suspensiones celulares de la bacteria Gram negativa E. coli se trataron con el conjugado

MNPNH-TCPP de la misma manera que se procediod para la levadura C. albicans.
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Figura 20. Inactivacion fotodindmica de E. coli tratadas con a) diferentes concentraciones de
MNPNH-TCPP (m), MNPNH: (¢) y MNP (») (0,5 mg, 1,5 mgy 2,5 mg) e irradiadas con luz
visible durante 30 min y b) 2,5 mg de MNPNH-TCPP (5 uM) (m), MNPNH: () y MNP (»)
y expuestas a irradiacion con luz visible por diferentes tiempos (5, 15 y 30 min). Las células se
incubaron con dichas concentraciones durante 30 min a 37 °C en la oscuridad. Ceélulas sin
fotosensibilizador irradiadas (@®).

MNPNH-TCPP no mostré toxicidad en la oscuridad, ain con la cantidad mas alta utilizada
(2,5 mg). Por otro lado, MNP y MNPNH2 no mostraron efecto fototérmico. La Figura 20 a)
muestra que una concentracion de 1,5 mg de MNPNH-TCPP produjo una reduccion de la

viabilidad de células de E. coli del 99,999%, luego de 30 min de irradiacion.

Después de 15 min de irradiacion con luz visible, el medio celular tratado con MNPNH-
TCPP presentd una disminucion del 99% en la viabilidad celular, mientras que tras 30 min de

irradiacion la disminucion fue del 99,999% (Figura 20. b)

1VV.1.4.1.3. PDI de S. aureus

Suspensiones de la bacteria Gram positiva S. aureus en PBS se incubaron con MNPNH-
TCPP (0,5mg, 1,5mgy 2,5 mg—equivalentea 1,0 uM, 2,0 uM y 5,0 uM de TCPP inmovilizada)

durante 15 min en la oscuridad a 37 °C. Luego los cultivos se expusieron a la luz visible durante
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15 min. Por otro lado, suspensiones incubadas con 2,5 mg de MNPNH-TCPP, se expusieron a
la luz visible durante 5 y 15 min. Los experimentos control indicaron que la viabilidad celular
no se vio afectada por la iluminacion de las suspensiones celulares en ausencia del

fotosensibilizador ni por la incubacion del mismo durante 15 min.

La Figura 21 a) muestra que la suspension bacteriana que se trat6 con 2,5 mg de MNPNH-
TCPP vy se irradio durante 15 min, disminuyo la viabilidad celular 99,999%, mientras que el
cambio fue menor, 98% y 97 %, cuando el tratamiento fue con 1,5 mg y 0,5 mg,
respectivamente. En la Figura 21 b) se observa que la suspension celular tratada con 2,5 mg y
expuesta a la luz visible durante 15 min, disminuy6 99,9% la viablidad, mientras que lo hizo en

un 98% cuando el tiempo de exposicion due de 5 min.

MNPNH-TCPP en una cantidad de 2,5 mg en las suspensiones celulares (2 ml), se utiliz6 en
la PDI de los tres microorganismos en estudio. Puede observarse que a un tiempo de irradiacion
de 30 min, la eficiencia del conjugado en la PDI de C. albicans con respecto con la de E. coli,
es similar. Mientras que en S. aureus, MNPNH-TCPP es igual de eficiente en PDI pero a la

mitad de ese tiempo de irradiacion (15 min).
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Figura 21. Inactivacion fotodinamica de S. aureus tratadas con a) diferentes concentraciones
de MNPNH-TCPP (m), MNPNH, (¢) y MNP (») (0,5 mg, 1,5 mg y 2,5 mg) e irradiadas con
luz visible durante 30 min y b) 2,5 mg de MNPNH-TCPP (5 uM) (m), MNPNH: (¢) y MNP
(™) y expuestas a irradiacion con luz visible por diferentes tiempos (5, 15 y 30 min). Las células
se incubaron con dichas concentraciones durante 30 min a 37 °C en la oscuridad. Células sin
fotosensibilizador irradiadas (®).
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1VV.1.4.2. PDI de microorganismos en condiciones de crecimiento

Los cultivos de C. albicans y E. coli se trataron con MNPNH-TCPP (10 mg, 15 uM de TCPP
inmovilizada) y se incubaron en la oscuridad a 37 °C con agitacion constante (100 rpm). A
intervalos de 30 min de irradiacion se determiné la absorbancia a A= 660 nm. Los experimentos
control se realizaron en presencia de MNPNH-TCPP en la oscuridad y sin MNPNH-TCPP con
irradiacion de los cultivos. Realizando un gréfico de absorbancia vs. tiempo irradiado, se
obtienen las curvas de crecimiento tipicas *'* de la levadura y bacterias correspondientes. En
dichas curvas se pueden distinguir claramente tres fases: una fase de latencia (lag), una fase de

crecimiento exponencial (log) y una fase estacionaria.

Durante la fase de latencia, tanto C. albicans como E. coli, se adaptan a las condiciones de
crecimiento del medio. Esta fase corresponde al periodo en el que los microorganismos maduran
y aun no se dividen, produciéndose en ella la sintesis de &cido ribonucleico (ARN), enzimas,
entre otros metabolitos necesarios para la supervivencia. En la cepa de C. albicans (PC31) la
fase de latencia se extiende hasta 2 h, mientras que en la cepa de E. coli (EC7) llega hasta 1 h
(Figura 22 ay b).

La fase de crecimiento exponencial, periodo caracterizado por la duplicacion celular 172, es
un proceso de elevada actividad metabdlica que conlleva a un aumento de la masa del
microorganismo, de forma exponencial. Durante esta fase las cepas resultan mucho mas
sensibles a condiciones adversas que pueden presentarse, especialmente a la presencia de
antibioticos ", por ejemplo. En C. albicans la fase de crecimiento exponencial tiene una
duracion de 7-8 h aproximadamente, comenzando inmediatamente luego de la fase de latencia.
Mientras que en la cepa EC7 la fase de crecimiento exponencial tiene una duracion de 3-4 h

aproximadamente.

Durante la fase estacionaria, la tasa de crecimiento del microorganismo disminuye, como
consecuencia del agotamiento de nutrientes y acumulacion de productos tdxicos. Dicha fase se
caracteriza por un valor constante de la poblacion de bacterias, debido a que la tasa de
crecimiento se iguala con la de muerte microbiana 4. Para la cepa de C. albicas, la fase
estacionaria comienza aproximadamente unas 10-11 h después de iniciada la curva. Mientras

que, para la cepa E. coli, la fase comienza 4-5 h después de iniciada la curva.
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Las curvas de crecimiento normales de ambos microorganismos no se vieron practicamente
afectadas en los cultivos tratados con MNPNH-TCPP y mantenidas en la oscuridad, lo que
demuestra que MNPNH-TCPP no produce efectos citotoxicos que afecten el crecimiento

microbiano, cuando no esta expuesto a luz visible.
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Figura 22. Curva de crecimiento de a) C. albicans y b) E. coli. Control oscuridad (O), control
iluminacion (@), MNPNH-TCPP en oscuridad (O) (10,0 mg, 15 uM) y MNPNH-TCPP
iluminado(m) (10,0 mg, 15 uM). Absorbancia (A=660 nm) determinada en intervalos de 30 min.

Por otro lado, se observa que el crecimiento de C. albicans y E. coli se detuvo cuando se
irradiaron los cultivos en presencia de MNPNH-TCPP. Esto demuestra que la actividad
fotodinamica inducida por dicho conjugado permite controlar el crecimiento de estos
microorganismos y confirma que la fotosensibilizacion es aun posible cuando las células estan
bajo condiciones nutritivas o sin los efectos nocivos potenciales del PBS usado en los lavados
y diluciones 17°. Ademas, el frenado en el crecimiento es mayor para C. albicans que para E.
coli. Este efecto esta principalmente influenciado por la velocidad de crecimiento. Aun cuando
la levadura es una célula eucariota de mayor tamafio y estructura mas compleja que la bacteria,
al crecer mas lento permite que la accion fotodindmica predomine sobre el crecimiento
produciendo una inactivacion mas efectiva %3, Asi los resultados obtenidos con MNPNH-TCPP
son similares a los determinados en trabajos anteriores usando porfirinas cationicas en solucién

en cultivos de bacterias o levadura 1°3 175,

120



RESULTADOS Y DISCUSION

La curva de crecimiento de S. aureus no se muestra junto con la de C. albicans y E. coli,
debido a que no pudo obtenerse. Esta bacteria Gram positiva se ve afectada tras la irradiacion
sin fotosensibilizador, debido a la generacion de porfirina enddgena. Un comportamiento similar
se encontro previamente en ocho cepas de S. aureus de origen clinico y en la referencia S. aureus
Newman (ATCC 25904) €2,

1V.1.4.3. Estudio de reutilizacion del conjugado MNPNH-TCPP en PDI

Debido a las propiedades magnéticas de las NP de Fe3Og4, junto con la capacidad de formar
diferentes conjugados con PS, mediante uniones quimicas, aportando una manipulacion sencilla
y rendimiento eficaz en inactivacién fotodindmica, se estudio la posibilidad de reutilizacién del
conjugado MNPNH-TCPP. Dicho estudio, se llevo a cabo en los microorganismos que se

vinieron mencionando.

Suspensiones celulares de los microorganismos en PBS se incubaron con MNPNH-TCPP
(1,5mg, 4,5 uM de TCPP inmovilizada) durante 30 min en la oscuridad, a 37 °C. Posteriormente
se expusieron a la luz visible por 30 min en el caso de C. albicans y E. coli, y 15 min en S.
aureus. Luego, por decantacion magnética, se recupero el conjugado. El liquido sobrenadante
se diluy6 en forma seriada en PBS y se sembro6 en placas con el medio correspondiente para
cada cepa. Las NP recuperadas se resuspendieron en PBS y se realizd el mismo procedimiento

anterior.

La Figura 15 muestra los resultados de la PDI de C. albicans, E. coli y S. aureus. Las
experiencias 1 y 2 corresponden a controles de irradiacion y en oscuridad con MNPNH-TCPP,
respectivamente. La experiencia 3 muestra el resultado de la primera inactivacion (primera
utilizacion de MNPNH-TCPP), y las experiencias 4 y 5 muestran los resultados de PDI de las
reutilizaciones de MNPNH-TCPP. En dicha Figura los experimentos control ponen de
manifiesto que la viabilidad celular no se vio afectada por la iluminacion de las suspensiones
celulares en ausencia de MNPNH-TCPP, ni por la incubacién en la oscuridad del conjugado
durante 30 min. La experiencia 3 muestra una efectiva disminucion en la viabilidad celular de
los tres microorganismos tratados con MNPNH-TCPP e irradiados a 30 min. Las experiencias
4 y 5 muestran un bajo porcentaje de inactivacion celular en C. albicans, practicamente nulo en
E. coli, mientras que en S. aureus la viabilidad celular disminuye de igual manera que la primera

inactivacion.
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Estos resultados, principalmente los de C. albicans y E. coli demuestran que el conjugado
MNPNH-TCPP no puede reutilizarse para PDI de dichos microorganismos, bajo las mismas
condiciones con las que se inactivaron la primera vez. Esto puede deberse a la inestabilidad de
la nanoparticula magnética, generando un desprendimiento de la porfirina, quedando del

conjugado s6lo MNPNH> o simplemente el nicleo magnético MNP.

La Figura 23 muestra los espectros de absorcion del conjugado MNPNH-TCPP antes de ser
utilizado en la PDI, y luego de ser recuperado para una nueva inactivacion. Se observa
claramente la ausencia de las bandas Soret y Q correspondientes a la porfirina del conjugado,
posterior a la primera recuperacion. El espectro de absorcion es muy similar al de la
nanoparticula previo a la reaccion con TCPP. Se obtuvo el mismo espectro luego de la primera
inactivacion de los tres mcroorganismos. El resultado observado en la Figura 23 c) puede
deberse al efecto producido por algo de la porifirna TCPP que queda en el recipiente utilizado
para la PDI de la suspension celular. La bacteria Gram positiva, S. aureus, es mas susceptible y

permeable que E. coli y C. albicans a las ROS generada por el PS.
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Figura 23. Estudios de reutilizacion de MNPNH-TCPP en a) C. albicans, b) E. coli y c¢) S.
aureus (200 pl, ~10%° UFC/mI) incubadas con 1,5 mg (4,5 uM) de MNPNH-TCPP durante 30
min, a 37 °C en la oscuridad, con posterior exposicion a la luz visible (30 min en ay b, 15 min
en c). Experiencias: (1) células sin MNPNH-TCPP y mantenidas en la oscuridad; (2) células
con MNPNH-TCPP en la oscuridad; (3) células con MNPNH-TCPP expuestas a la luz visible;
(4) nuevas células tratadas con MNPNH-TCPP recuperado de la experiencia 3 (reutilizacién 1);
(5) nuevas células tratadas con MNPNH-TCPP recuperado de la experiencia 4 (reutilizacién 2).

123



RESULTADOS Y DISCUSION

Por otro lado, al recuperar las NP por decantacién magnética, el sobrenadante quedo con una
coloracion rojiza, caracteristica de la porfirina. El espectro del conjugado, luego de la
reutilizacion en PDI es igual al de MNPNH>, lo que confirma el desprendimiento de la TCPP

luego del proceso de fotoinactivacion (Figura 24).

Para obtener un conjugado nanoparticula magnética-porfirina que pueda ser reutilizable en
la PDI de microorganismos, es necesario estabilizar el nacleo magnético, con el fin de evitar la
disgregacion del 6xido y conservar la porfirina inmovilizada covalentemente sobre las NP. Es

por este motivo que se procedi6 a estabilizar las NP con una capa de silica.
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Figura 24. Espectros de absorcion de MNPNH-TCPP antes de inactivar fotodindmicamente los
microorganismos (linea continua) y luego de la PDI (linea punteada).
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Este subcapitulo muestra la sintesis del nicleo magnético FezO4 recubierto con una capa de
silica, la funcionalizacién del mismo con grupos propilamino y la conjugacion con la misma
porfirina tetraacida utilizada anteriormente. Se muestran, ademas, estudios de actividad e

inactivacion fotodinamica.

IVV.2.1. Sintesis de nanoparticulas magnéticas
IV.2.1.1. Sintesis de MNP recubiertas con silica (MNPSI)

Las MNP se sintetizaron nuevamente mediante el método descripto en 1V.1.1.1. Las MNP
formadas se lavaron con agua pura por decantacion magnética, luego se centrifugaron, se
descartd el pellet y se conservaron las nanoparticulas mas pequefias (las que quedan en
suspension). A continuacion, las MNP se trataron con NaxSiO3.5H.0 (111.4.2.) para recubrir las
mismas con una capa de silice (MNPSI) (Esquema 8). Dichas NP recubiertas presentan menor
magnetizacion frente a un iméan de neodimio. Sin embargo, siguen siendo adecuadas para los

lavados y manipulacion de las mismas mediante decantacién magnética.

IV.2.1.2. Recubrimiento de MNPSI con grupos amino terminales

Las MNPSI sintetizadas se resuspendieron en una mezcla acetona: tolueno (4:1) y se hicieron
reaccionar con APTS, para formar las MNPSINH..

IV.2.1.3. Sintesis del conjugado nanoparticula magnética-porfirina tetra-acida
(MNPSINH-TCPP)

La sintesis del conjugado MNPSINH-TCPP se llevd a cabo mediante la reaccion entre
MNPSINH: resuspendidas en agua y una solucion de porfirina TCPP activada con EDC y NHS,
de la misma manera descripta en 111.5 1. El conjugado MNPSINH-TCPP (Esquema 8) se lav
por decantacion magnética con agua y etanol. Se observé una coloracién rojiza en los lavados,

correspondiente a la porfirina en exceso.
IVV.2.2. Caracterizacion de las nanoparticulas magneticas
I1VV.2.2.1. Microscopia de transmision electronica (TEM)

La Figura 25 muestra las fotografias de TEM de MNPSINH; y el conjugado MNPSINH-

TCPP. En dichas imagenes se observa polidispersidad en el tamafio de las NP. Sin embargo,
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muestran que las NP son chicas. En las fotografias puede verse también, la formacion de
agregados entre las MNPSINH2 y MNPSINH-TCPP.

20 nm
m—

Figura 25. Imagenes tipicas de TEM de (A) MNPSINH; y (B) MNPSINH-TCPP

I1V.2.2.2. Espectroscopia UV-visible

La Figura 26 muestra los espectros de absorcion del conjugado MNPSIH-TCPP, la dispersion
(o scattering) generada por las MNPSINH,, la diferencia de estos espectros y la absorcién de
TCPP que quedd en solucién sin reaccionar. Se puede observar una banda Soret a Amax= 432 nm
y cuatro bandas Q (en la regién 500-650 nm). Nuevamente, como en MNPNH-TCPP, se observa
un corrimiento batocromico (Amax=413 nm a Amsx=432 nm) junto con un ensanchamiento de la
banda Soret de la TCPP, respecto a cuando este fotosensibilizador no estd unido covalentemente

a las nanoparticulas magnéticas.
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Figura 26. Espectros de absorcion de MNPSINH-TCPP (linea continua), MNPNH> (linea
discontinua), diferencia de absorcion (MNPSINH-TCPP) — (MNPNH>) (linea gris) y TCPP
(linea discontinua punteada) en agua.

En la Tabla 4 pueden observarse las diferencias en los parametros espectroscopicos
correspondientes al conjugado MNPSINH-TCPP y a la porfirina TCPP libre. Al igual que
MNPNH-TCPP, se considera el valor de £ de TCPP unida a MNPSINH2, menor al de TCPP
libre. Sin embargo, se supone un valor de € ~3,0.10°M*cm* de TCPP inmovilizada, para poder

realizar calculos necesarios.

Tabla 4. Propiedades espectroscépicas UV-visible de MNPSINH-TCPP y TCPP libre, en agua.

PS Xmaxsoret € (M_l.Cm_l)
TCPP 413 3,65x10°
MNPSINH-TCPP 432 -

IVV.2.3. Actividad fotodinamica
I1VV.2.3.1. Fotooxidacion de los sustratos ABMM y Trp

La fotooxidacion de los sustratos ABMM y Trp por parte del conjugado MNPSINH-TCPP,
se estudié de la misma manera y en las mismas condiciones que fue estudiada con MNPNH-
TCPP. En la Figura 27 se muestran las graficas semilogaritmicas que describen el progreso de

cada una de las reacciones. A partir del ajuste lineal de estos graficos, se calcularon los valores

133



RESULTADOS Y DISCUSION

de kobs®®™M 'y kops'® para la fotodescomposicion de ABMM y Trp, respectivamente,
sensibilizadas por MNPSINH-TCPP y la porfirina usada como referencia, TPPSs* (Tabla 5).

a) b) 0.6

379 nm
347 nm

In Ag/A A
In Ig/l &

0 _ 1000 2000 0 1000 2000
Tiempo de irradiacion (s) . A L,
Tiempo de irradiacion (s)

Figura 27. a) Fotooxidacion de ABMM (35 uM) y b) Fotodescomposicién de Trp (20 uM).
Graéficos de primer orden para MNPNHSi (#), MNPSINH-TCPP (m) y TPPSs*(ref) (A), en
HZO, )\.irr: 455-800 nm, Atirr =5 min.

MNPSINH-TCPP presenta en agua un valor de @, relativamente méas bajo que la porfirina
TCPP libre, de igual manera que en MNPNH-TCPP. Sin embargo, la actividad fotodindmica de

MNPSINH-TCPP es suficientemente alta para inducir dafios en sistemas bioldgicos.

Al comparar las magnitudes de Kobs"®MM y Kopns'™ se observa que Kops"®MM es
aproximadamente el doble del valor de kops'™. Como se describié anteriormente, ABMM
reacciona quimicamente de manera especifica con Oz(*Ag). Por lo tanto, la descomposicion de
Trp se debe al ataque del O2(*Ag), por un mecanismo de reaccion del Tipo 1l. Utilizando ambos
valores de kops Se pudo determinar el valor de la constante de velocidad de reaccion para Trp,
k:"P= (5,0 +0,2) x10” M1s, de la misma manera que en 1V.1.3.2. Este valor es similar al
encontrado para la fotooxidacion de Trp inducida por O2(*Ag) en agua a pH=7 (6,0 x 10’ Ms"
1y 70 Por lo tanto, la descomposicion del aminoacido inducida por TCPP inmovilizada en el
nucleo magnético estabilizado (MNPSINH:), es principalmente producida por un fotoproceso

Tipo Il
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Tabla 5. Parametros cinéticos para la descomposicion de sustratos (Kobs"®M™, Kobs'™) Y
rendimientos cuanticos de produccion de O2(*Ag) (®4) en agua.

PS kobsABMM (S_l) (I)A kohsTrp (S-l) kubsTmﬂ{ubsABMM krTrp (M_l's-l)
TPPS* (Ref)  (5,140,3)x104  0,71+0,05  (2,140,05)x10" 0,42 (4,2+0,03)x107
MNPSiNH-TCPP  (2,4+0,2)x10* 0,3320,03  (1,240,03)x10* 0,50 (5,0£0,03)x107

IV.2.4. PDI de microrganismos

Para el estudio de PDI se seleccionaron los mismos microorganismos estudiados con
MNPNH-TCPP.

V.2.4.1. PDI de microorganismos en suspensiones celulares en PBS
IVV.2.4.1.1. PDI de C. albicans

Suspensiones de C. albicans en PBS se trataron con la misma cantidad de mg de MNPSINH-
TCPP, MNPSI y MNPSINH2, por 30 min a 37°C en oscuridad. Luego se las expuso a la luz
visible, durante 15 y 30 min. Los experimentos de control ponen de manifiesto que la viabilidad
celular no se vio afectada por la iluminacion de las suspensiones celulares en ausencia del
conjugado MNPSINH-TCPP, ni por incubacion del mismo en la oscuridad durante 30 min. Por
lo tanto, la disminucién de la viabilidad observada luego de la irradiacion de los cultivos

tratados, se debe a la inactivacion fotodindmica por la TCPP inmovilizada sobre MNPSINH.

La Figura 28 a) muestra que las células de C. albicans disminuyen en viabilidad celular
cuando sus cultivos son incubados con MNPSINH-TCPP e irradiadas por diferentes intervalos
de tiempo. Se observa que las células tratadas e irradiadas durante 15 min, reducen su viabilidad
en 98 %, mientras que a un tiempo de exposicién mas prolongado (30 min) produce una

disminucién de 99 %.

1VV.2.4.1.2. PDI de E. coli

Suspensiones celulares de la bacteria Gram negativa E. coli se trataron con el conjugado

MNPSINH-TCPP de la misma manera que se procedio para la levadura C. albicans.

MNPSINH-TCPP no fue toxico en la oscuridad, ni MNPSINH2 mostré efecto fototérmico.

Después de 15 min de irradiacion con luz visible, el medio celular tratado con el conjugado
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presentd una baja efectividad en la inactivacion de E. coli. Sin embargo, aumentando el tiempo
de irradiacion a 30 min la viabilidad celular disminuy6 considerablemnre (>99,9%) (Figura 28
b). Estos resultados muestran que E. coli y C. albicans son similarmente susceptibles a la PDI
sensibilizada por MNPSINH-TCPP a una concentracion de 2,5 mg (5 uM de TCPP

inmovilizada).

1V.2.4.1.3. PDI de S. aureus

Suspensiones de la bacteria Gram positiva S. aureus en PBS se incubaron con 2,5 mg de
MNPNHSI-TCPP durante 15 min en la oscuridad a 37 °C. Luego los cultivos se expusieron a la
luz visible durante 5 y 15 min. La viabilidad celular no se vio afectada por la iluminacion de las
suspensiones celulares en ausencia del fotosensibilizador ni por la incubacion del mismo durante

15 min.

La Figura 28 c¢) muestra que la suspension bacteriana que se traté con MNPSINH-TCPP y se
irradio durante 5 min, disminuy6 muy poco la viabilidad celular (98%), mientras que el cambio

fue significativamente mayor, de ~99,99% cuando se expusieron a la luz visible por 15 min.
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Figura 28. Inactivacion fotodinamica de a) C. albicans, b) E. coli y c) S. aureus, tratadas con
2,5 mg de MNPSINH-TCPP (5 uM) (m), MNPSINH; (¢) y MNPSI (<€), y expuestas a
irradiacion con luz visible por diferentes tiempos (15 y 30 min en a) y b); 5y 15 en ¢)). Células
sin fotosensibilizador irradiadas (@®).

1V.1.4.3. Estudio de reutilizacion del conjugado MNPSINH-TCPP en PDI

Dicho estudio se llevo a cabo de la misma manera que con MNPNH-TCPP (IV.1.4.3) y

utilizando la misma concentracién de conjugado (1,5 mg, 4,5 uM de TCPP inmovilizada).

La Figura 29 muestra los resultados de PDI de C. albicans, E. coli y S. aureus de las 5
experiencias. Puede observarse que la viabilidad celular no se vio afectada por la iluminacién
de las suspensiones celulares en ausencia de MNPSINH-TCPP, ni por la incubacion en la
oscuridad del conjugado durante 30 min. La experiencia 3 muestra una efectiva disminucion en

la viabilidad celular de los tres microorganismos tratados con MNPSINH-TCPP e irradiados a
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30 min. Las experiencias 4 y 5 muestran que el porcentaje de inactivacion celular es

practicamente igual al de la experiencia 3.

Por otro lado, se tomo un espectro de absorcion UV-visible del conjugado reutilizado y se

observaron las bandas correspondientes a TCPP en el conjugado.

Estos resultados indican que TCPP se mantiene unida a las NP luego de los lavados realizados
mediante decantacion magnética, en los que se desecha el medio tratado para agregar una nueva
suspension microbiana. Dicha unién permite la inactivacién sucesiva de C. albicans, E. coli y

S. aureus.

Por lo tanto, el recubrimiento del nicleo magnético con una capa de silica, otorga estabilidad
a la estructura nanoparticula magnética-porfirina, permitiendo que el PS se mantenga unido,
luego de reutilizarse, al menos, dos veces en la PDI de los microorganismos C. albicans, E. coli

y S. aureus.
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Figura 29. Estudios de reutilizacion de MNPSINH-TCPP en a) C. albicans, b) E. coli y c) S.

aureus (200 pl, -10° UFC/ml) incubadas con 2,5 mg (4,5 uM) de MNPSINH-TCPP durante 30
min, a 37 °C en la oscuridad, con posterior exposicion a la luz visible (30 minen ay b, 15 min
en c). Experiencias: (1) células sin MNPSINH-TCPP y mantenidas en la oscuridad; (2) células
con MNPSINH-TCPP en la oscuridad; (3) células con MNPSINH-TCPP expuestas a la luz
visible; (4) nuevas células tratadas con MNPSINH-TCPP recuperado de la experiencia 3
(reutilizacion 1); (5) nuevas células tratadas con MNPSINH-TCPP recuperado de la experiencia
4 (reutilizacion 2).
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Como se explico en la introduccion, los fotosensibilizadores efectivos para la inactivacion
de bacterias Gram negativas y levaduras, tienen grupos cationicos para facilitar la interaccion
con la envoltura celular. Con el fin de aumentar la efectividad de los agentes
fotosensibilizadores, en este subcapitulo se muestra el disefio de nuevas porfirinas con grupos
precursores de cargas positivas y grupos apolares unidos al mismo macrociclo tetrapirrélico.
Ademas, pueden observarse las caracterizaciones espectroscépicas, asi como los estudios de

actividad e inactivacion fotodinamica.

I1V.3.1. Porfirinas que contienen grupos amino alifaticos béasicos y perfluorofenilo

En general, se han utilizado como sustituyentes de las porfirinas, aminas, tales como anilina
y piridina 8 178, Estos derivados aromaticos se comportan como bases débiles y las cargas
positivas se forman mediante la alquilacion exhaustiva para producir aminas cuaternarias . Sin
embargo, practicamente no se encuentran estudios de fotoinactivacién de levaduras utilizando
PS sustituidos por aminas alifaticas. Estas aminas son mas basicas, de manera tal que podrian
protonarse en las condiciones de trabajo, generando cargas positivas intrinsecas ’’. Por otro

lado, un grupo apolar, aportaria a la estructura del PS un mayor caracter anfifilico.

La sintesis de PS asimétricamente sustituidos en la periferia del macrociclo permite la
combinacion de grupos hidrofébicos e hidrofilicos en una molécula sensibilizadora,
produciendo un eje de polaridad intramolecular 8. Este efecto puede producir una mejor
incorporacion en los microorganismos, lo cual es un prerrequisito para un tratamiento
fotodinamico efectivo 84 EI grupo perfluorofenilo como sustituyente en el macrociclo

tetrapirrolico aportaria hidrofobicidad a la molécula.

El mecanismo de accién de los compuestos con actividad terapéutica esta influenciado por
sus propiedades fisicoquimicas y por las interacciones especificas (puente de hidrogeno,
transferencia de carga, interacciones electron dador-aceptor) y no especificas (causadas por
efectos de polaridad-polarizabilidad) en las que puedan participar con el entorno bioldgico.
Ademas, el grupo perfluorofenilo puede utilizarse para unir el PS a las NP magneticas y formar
asi un nuevo conjugado. Esto seria posible mediante la reaccion de sustitucion nucleofilica

aromatica entre el fltor y el grupo amino proveniente de MNPSINH..
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1VV.3.2. Sintesis

En general, la sintesis de dipirrometanos y porfirinas se realiza a partir de la condensacion
de aldehidos catalizada por acidos. Sin embargo, cuando se emplean aldehidos sustituidos por
grupos amino, se presenta la dificultad de que estos neutralizan al catalizador, frenando la
reaccion 9192, Una de las alternativas para solucionar este problema es la proteccion de grupos
amino, formando derivados de amida ®®. Sin embargo, esta metodologia agregaria dos pasos mas

a la sintesis.

Las porfirinas con diferentes patrones de simetria en las posiciones meso pueden sintetizarse
convenientemente a partir de una mezcla binaria de aldehidos y un dipirrometano apropiado
catalizado por acido 8. La aplicacion de este enfoque a la sintesis de porfirinas requirié la
formacion previa de ADPM. Este compuesto se sintetizd mediante la condensacion de 4-(3-
N,N-dimetilaminopropoxi)benzaldehido con un gran exceso de pirrol (relacion molar de
aldehido / pirrol 1:47) y calentando a 85 °C durante 24 h.

La condensacion de ADPM con 4-(3-N,N-dimetilaminopropoxi)benzaldehido vy
perfluorobenzaldehido (relacion molar 1: 0,4 : 0,5 correspondientemente) permitié obtener la
porfirina de interés (AsB= FsAPP) y también la porfirina con simetria ABAB, F10APP. La
reaccion se realiz6 en acetonitrilo, el cual ayuda a promover la reaccion y a estabilizar los
intermediarios formados °2. Se llevd a cabo a temperatura ambiente y en presencia del
catalizador TFA, en atmosfera de Ar, durante 3 h. Luego, el exceso de acido se neutraliz6 con
TEA. Dicha condensacion produce porfirinégenos reducidos, los cuales se oxidaron con a las
correspondientes porfirinas, con el agregado de DDQ. Ambas porfirinas, FsAPP y F10APP, se
purificaron por cromatografia flash. La F1oAPP es la primera mancha menos polar de color
parpura eluida. Dicha porfirina se obtiene pura con este procedimiento, con un rendimiento del
8 %. La porfirina FsAPP se obtuvo como la segunda mancha color purpura eluida en la columna
cromatografica descripta anteriormente, utilizando una mezcla de CH2Cl2/CH3OH gradiente 10-
15%/TEA 3%, como solvente de elusién. De esta manera se obtuvo FsAPP de forma pura, con
un rendimiento del 10 %. La tercer porfirina eluida correspondi¢ a TAPP, la cual fue sintetizada

y estudiada previamente. 148
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IV.3.3. Espectroscopia de absorcion UV-visible y fluorescencia

En la Figura 30 se muestran los espectros de absorcion, de emision y excitacion de las

porfirinas FsAPP y F10APP en DMF. El fotosensibilizador TAPP fue utilizado como porfirina

de referencia. Los espectros de absorcion presentan una banda Soret (~420 nm) de mayor

intensidad y cuatro bandas Q de menor intensidad (515-650 nm), caracteristicos de derivados

de meso-tetrafenilporfirinas 17°.
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Figura 30. Espectros de a) absorcion, b) emision de fluorescencia (Aexc = 515 nm) y c)
excitacion (Aem = 715 nm) de FsAPP (linea azul), F10APP (linea roja) and TAPP (linea rosa) en

DMF.

145



RESULTADOS Y DISCUSION

Como se menciono anteriormente, la forma aguda de la banda Soret de los espectros, indica
que estas porfirinas se encuentran principalmente disueltas en estado monomérico en este

solvente.

Se observa un leve corrimiento en los maximos de las bandas Soret, lo cual es esperado
debido a la similitud en la conjugacion de los macrociclos tetrapirrélicos. A medida que aumenta
el nimero de sustituyentes perfluorofenilo (TAPP< FsAPP< F10APP) en la estructura de la
porfirina, se produce un corrimiento hipsocrémico, debido a que disminuyen los grupos
auxocromos aportados por la funcion éter del aminopropoxifenilo. En la se indican los maximos

de absorcion para cada banda de las porfirinas en DMF.

Los espectros de emision de fluorescencia en DMF muestran dos bandas tipicas de derivados
de porfirina, centradas alrededor de 650 y 715 nm, las cuales fueron asignadas a transiciones
Qx(0-0) y Qx(0-1) . Cambios de Stokes de~ 2 se calcularon a partir de los maximos de
absorcion y fluorescencia de la banda Qx (0-0). Este es un comportamiento tipico de porfirinas
con simetria D2n y significa que solo se producen cambios estructurales menores entre su estado
fundamental y sus estados excitados, como se esperaba debido a la rigida estructura plana del
sistema macrociclo tetrapirrélico. Los rendimientos cuanticos de fluorescencia fueron
calculados usando TAPP como referencia (®=0,15 **%). Los valores obtenidos se muestran en
la Tabla 4 y son consistentes con los encontrados previamente para otras porfirinas en diferentes
medios °L. La emision de fluorescencia de estas porfirinas es suficiente para evaluar la presencia
de los PS en un microentorno celular a las concentraciones utilizadas para la PDI de los

microorganismos C. albicans, E. coli y S. aureus 8.

Como se puede observar, los espectros de excitacion de estas porfirinas fueron similares a
los de absorcion. Por lo tanto, estos PS se disolvieron principalmente como mondmeros en
DMF.

1VV.3.4. Actividad fotodinamica

1VV.3.4.1. Descomposicion de DMA

La fotooxidacion del DMA inducida por porfirinas se estudi6 en DMF en condiciones
aerobicas. Las muestras se irradiaron a 419 nm, longitud de onda a la cual absorben las porfirinas
FsAPP, Fi0APP y TAPP. La fotodegradacion de DMA se siguid monitoreando su
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descomposicion a partir de los espectros de absorcion. En todos los casos estudiados, la
fotooxidacion sigue una cinética de pseudo primer orden a una longitud de onda de 379 nm con
respecto a la concentracion de DMA. A partir de las graficas semilogaritmicas caracteristicas
(Figura 31), que describen el progreso de la reaccion del DMA, se calcularon los valores de Kobs
para cada fotosensibilizador (Tabla 6). Teniendo en cuenta que este sustrato es un desactivador
de O2 (*Ag) por reaccion quimica exclusivamente, es un método utilizado para evaluar la
capacidad de los PS de producir O2(*Ag) en solucion ¥, Los rendimientos cuanticos de
produccion de Oz (*Ag) (®a) fueron calculados a partir de los valores de kons®™A, comparando
con el valor obtenido para la referencia TAPP (@4 =0,53 en DMF) 1%, En los resultados de la
Tabla 6, se observa que FsAPP y F10APP fotodescomponen practicamente de igual manera al
DMA, y que la produccion de Oz (*Ag) disminuye con respecto a TAPP, la cual no contiene
grupos apolares perfluorofenilos. Sin embargo, la actividad fotodinamica de FsAPP y F1oAPP

es suficientemente alta para inducir dafios en los sistemas biologicos.
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Figura 31. Gréficos de primer orden para la fotooxidacion de DMA fotosensibilizada por
FsAPP (m), F1oAPP (VW) and TAPP (A) (Lir = 420 nm) in DMF.
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Tabla 6. Propiedades espectroscopicas y fotodinamicas de F1oAPP, FsAPP and TAPP en DMF.

)“abssomt SSOret xemmax kobSDMA
PS (nm) M-lcm!  (nm) r s s
F10APP 418 1,68x10° 649 0,09+0,01 (2,4+0.1)x10* 0,33+0,01
FsAPP 420 1,67x10° 651 0,11+0,01 (2,6+0.1)x10* 0,36+0,01
TAPP 421 1,64x10° 655 0,15+0,01  (3,8+0.2)x10* 0,53+0,02

1VV.3.5. Estudios con microorganismos

IV.3.5.1. Union de las porfirinas a células microbianas

La capacidad de estas porfirinas para unirse a células microbianas se investigd en

suspensiones de células de S. aureus, E. coli y C. albicans en PBS.

Las células fueron tratadas con diferentes concentraciones de porfirina en la oscuridad a 37

°C. La cantidad de PS unido a las células se determin6 mediante fluorescencia. Las Figuras 32,

33y 34 muestran la cantidad de FsAPP, F1oAPP y TAPP recuperadas de las células microbianas

luego de los tiempos de incubacion 2, 5y 15 min.
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Figura 32. Cantidad de FsAPP recuperada de a) C. albicans (~10° UFC/ml) y b) E. coli (~10®
UFC/ml) tratadas con 2.5 pM (V¥), 5.0 uM (m) y 7.5 uM (A) de PS y c) S. aureus (~108
UFC/ml) tratada con 1.0 uM (¥), 2.5 uM (m) y 5.0 uM (A) de PS, para diferentes tiempos de
incubacion a 37 °C en oscuridad.
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Figura 33. Cantidad de F10APP recuperada de a) C. albicans (~10® UFC/ml) y b) E. coli (=108
UFC/ml) tratadas con 2.5 pM (V¥), 5.0 uM (m) y 7.5 uM (A) de PS y c) S. aureus (~108
UFC/ml) tratada con 1.0 uM ('¥), 2.5 uM (m) y 5.0 uM (A) de PS, para diferentes tiempos de
incubacion a 37 °C en oscuridad.
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Figura 34. Cantidad de TAPP recuperada de a) C. albicans (~10¢ UFC/ml) y b) E. coli (~108
UFC/ml) tratadas con 2.5 pM (V¥), 5.0 uM (m) y 7.5 uM (A) de PS y c) S. aureus (~108
UFC/ml) tratada con 1.0 uM ('¥), 2.5 uM (m) y 5.0 uM (A) de PS, para diferentes tiempos de
incubacion a 37 °C en oscuridad.

La envoltura celular de las células microbianas representa la principal barrera para la union
de las porfirinas. Por lo tanto, el nimero y la distribucion de cargas pueden desempefiar un papel
predominante en la interaccion entre el PSy células 3. Los estudios in vitro, mostraron que
estas porfirinas se unen rapidamente a las células en un corto periodo de incubacion. La union
de las porfirinas a las células fue comparable. en S. aureus, mientras que una cantidad
ligeramente mayor de FsAPP que FioAPP se encontré en E. coli. Ademas, la cantidad de
porfirinas unidas a las células de S. aureus fueron mayores que las obtenidas en E. coli. En
celulas C. albicans, la union de FsAPP y TAPP fue similar, mientras que una menor proporcion
se encontro utilizando F10APP. La cantidad de FsAPP unida a C.albicans fue comparable a la
obtenida previamente para 5,10,15,20-tetrakis (4-N, N, N-trimetilamoniofenil) porfirina

(TMAP*1,4 nmol/10° células) 83, Ademas, se determind un valor de union similar. utilizando

151



RESULTADOS Y DISCUSION

5,10,15,20-tetrakis (4-N-metilpiridil) porfirina (TMPyP**) (1.7 nmol/10° células) como PS.18
Por lo tanto, la cantidad de FsAPP unida a C. albicans es comparable con las obtenidas de

porfirinas sustituidas por grupos catidnicos intrinsecos.
Estos resultados mostraron una alta afinidad entre FsAPP y las células microbianas.

1VV.3.5.2. PDI de microorganismos

La fotoinactivacion de S. aureus, E. coli y C. albicans se investig6 incubando los cultivos
con diferentes concentraciones de porfirina. Las Figuras 35, 36 y 37 corresponden a la
sobrevivencia celular de microorganismos fotosensibilizados por FsAPP, F1oAPP y TAPP,
respectivamente. No se encontré toxicidad para las células tratadas con las diferentes

concentraciones de porfirinas durante 30 min en la oscuridad.

La consecuencia de los sustituyentes amino basicos en la periferia del macrociclo de estas
porfirinas fue dependiente de los microorganismos. En S. aureus, la fotoinactivacion inducida
por FsAPP o F1oAPP fue muy similar a la encontrada para TAPP. Las bacterias Gram positivas
son mas susceptibles a la PDI y pueden fotoinactivarse por PS neutros, aniénicos o cationicos.
Sin embargo, los dafios fotoinducidos mediados por F1oAPP disminuyen considerablemente en
las células de E. coli. Se conoce la importancia de los grupos catiénicos en los PS para producir
fotoinactivacion de bacterias Gram negativas.'® La diferente permeabilidad de las barreras entre
las bacterias Gram positivas y Gram negativas estuvieron involucradas principalmente en la

eficiencia observada de estas porfirinas.

FsAPP fue mas eficaz que F10APP para fotoinactivar a células de C. albicans. En general, se
requirio la presencia de cargas cationicas para un eficiente muerte por PDI de esta
levadura.’>3Las células fungicas tienen una capa de S-glucano y quitina en la pared celular, que
produce una barrera de permeabilidad intermedia entre las bacterias Gram positivas y Gram
negativas.!8® Asi, S. aureus fue mas susceptible a la actividad fotodinamica mediada por FsAPP,
mientras que una radiacion mas larga o una una mayor concentracion de porfirina fue necesaria

para inactivar E. coli.

Por otro lado, una erradicacion completa de C. albicans sensibilizada por 5 uM de FsAPP
fue posible después de 30 minutos de irradiacion. Ademas del tipo de células microbianas, estas

porfirinas se pueden dividir en diferentes partes de la célula y las paredes celulares. Por lo tanto,
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el sitio de accion puede influir fuertemente en la eficiencia de estos PS, debido a que las ROS
generadas reaccionan rapidamente con las biomoléculas de sus microentornos.'®” Ademas,
durante el tratamiento puede tener lugar una redistribucion de la porfirina, probablemente
debido a una reubicacion de las moléculas que se unieron débilmente a las células o que

permanecieron en el medio. 88
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Figura 35. Curvas de sobrevivencia de células sensibilizadas por F,APP; a) C. albicans (--106

UFC/ml) y b) E. coli (~108 UFC/ml) incubadas con 2.5 uM (¥), 5.0 uM (m) and 7.5 uM (A),

c) S. aureus (~1O8 UFC/ml) incubadas con 1.0 uM (¥), 25 uM (m) y 5.0 uM (A) a 37 °C en
oscuridad e irradiadas con luz visible por diferentes tiempos. Cultivo control de células

irradiadas sin fotosensibilizador (@®).
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Figura 36. Curvas de sobrevivencia de células sensibilizadas por F, APP; a) C. albicans (~106

UFC/ml) y b) E. coli (~108 UFC/ml) incubadas con 2.5 uM (¥), 5.0 uM (m) and 7.5 uM (A),

c) S. aureus (~1O8 UFC/ml) incubadas con 1.0 uM (%), 2.5 uM (m) y 5.0 uM (A) a 37 °C en
oscuridad e irradiadas con luz visible por diferentes tiempos. Cultivo control de células
irradiadas sin fotosensibilizador (@).
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Figura 37. Curvas de sobrevivencia de células sensibilizadas por TAPP; a) C. albicans (~1O6
UFC/ml) y b) E. coli (~108 UFC/ml) incubadas con 2.5 uM (¥), 5.0 uM (m) and 7.5 uM (A),

c) S. aureus (~1O8 UFC/ml) incubadas con 1.0 uM (¥), 2.5 uM (m) y 5.0 uM (A) a 37 °C en
oscuridad e irradiadas con luz visible por diferentes tiempos. Cultivo control de células

irradiadas sin fotosensibilizador (@).

1VV.3.5.3. Estudio del mecanismo de accion fotodindmica en la PDI

Con el fin de obtener informacion acerca del principal mecanismo de fotorreaccion
involucrado en la inactivacién de los microorganismos C. albicans, E. coli y S. aureus, por parte
de las porfirinas FsTAP, F1oTAP y TAPP, se realizaron una serie de experimentos variando
ciertas condiciones. Se utilizaron azida de sodio y manitol junto con los PS, con el objetivo de
analizar la desactivacion de ROS. Por otro lado, se estudié la PDI de las suspensiones celulares

en D20, solvente en el cual el tiempo de vida de O2(*Ag) es més largo.

En los ensayos se empled una concentracion de 1 uM de las porfirinas en S. aureus, mientras

que en E. coli y C. albicans la concentracion fue de 5 uM. El tiempo de irradiacion para todos
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los cultivos fue de 5 min. Estas condiciones se seleccionaron debido a que en ese tiempo de
iluminacion se produce una reduccion considerable en la viabilidad celular, de manera que al

cambiar las condiciones del experimento puedan observarse los efectos.

1VV.3.5.3.1. Efecto del ion azida en la PDI

Suspensiones celulares de C. albicans, E. coli y S. aureus se trataron con las porfirinas
FsTAP, F1oTAP y TAPP en presencia del ion azida (N37, 50 mM). Este ion puede desactivar
principalmente O2(*Ag) a través de una trasferencia de energia, aunque también es posible que
desactive el estado excitado triplete del PS " (ecuacion 13 y ecuacion 14). En Figuras 38, 39 y
40 puede observarse que N3 no resultd toxico para los cultivos incubados 30 min en la
oscuridad. La presencia de N3~ produce una disminucion en la PDI de los microorganismos con
respecto a los cultivos tratados con los PS en ausencia de este ion. Este efecto protector indicaria
que las porfirinas utilizadas generan O2(*Ag) en el medio celular, produciendo la posterior
disminucion de la viabilidad. Sin embargo, dicha disminucién no es completa. Esto puede
deberse a la formacion de otras ROS a través de un mecanismo tipo I, las cuales no son
desactivadas por N3~ 0 bien, puede que la concentracion de dicho ion en el microentorno no sea

la suficiente para desactivar todas las moléculas de O2(*Ag) generadas.

1 - kq 3 3N -*
3Sens”™ + N3~ — » OSens + 3N3'* (14)

1VV.3.5.3.2. Efecto del D-manitol en la PDI

Suspensiones celulares de C. albicans, E. coli y S. aureus se trataron con FsAPP, F1oAPP y
TAPP en presencia de D-manitol (50 mM). Se sabe que este compuesto es un atrapador de
radicales, tales como el O>~ y OH (Esquema 20), por lo que suele utilizarse como antioxidante.
Se estudio la PDI de los microorganismos en presencia de las porfirinas junto a este sustrato,
con el objetivo de verificar la presencia de especies radicalarias producidas por un mecanismo
de fotorreaccion tipo 1 18, En las Figuras 38, 39 y 40 puede observarse que D-manitol no resultd
ser toxico en la oscuridad luego de 30 min de incubacion. En presencia del PS e irradiacion, el
D-manitol disminuyo el efecto fotodindmico, pero en menor proporcion que el N3 Esto
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indicaria que la muerte celular no ocurre solo por el ataque de O2(*Ag) (mecanismo tipo I1), sino
que hay especies radicalarias que también son responsables de dicha muerte. Es decir que, si
bien la viabilidad celular disminuye a causa de un mecanismo tipo Il, existe una contribucion

del mecanismo de accion tipo .

H——OH TOoH R B
| H——OH (0 HO) H——OH
R H OH o RH + oH > RH + H——0H
: H——OH T
(0 HO) H——oH (0 HZO) H——OH (O HZO) H——OH
manitol

Esquema 20. Reaccion entre D-manitol y ROS del mecanismo tipo |

1VV.3.5.3.3. PDI de suspensiones celulares en D20

En D0 el tiempo de vida del O2(*Ag) es dieciséis veces mayor que en agua (en D20 1o=68
us Yy en agua to=4,2 us) '°. Con el fin de complementar los resultados anteriores, se llevo a cabo
la PDI de los microorganismos en una solucién de PBS preparada con D,O. Las suspensiones
tratadas con FsAPP, F1oAPP y TAPP en D>O y mantenidas en la oscuridad durante 30 min, no
vieron afectada su viabilidad celular. Mientras que, en Figuras 38, 39 y 40, puede observarse un
importante aumento en el efecto fotodinamico cuando los microorganismos son tratados con los
PS en D.O. Esta mayor inactivacion estaria confirmando el aporte del mecanismo de accion tipo

Il en la muerte celular.

En general, el mecanismo de accién fotodindmica puede ser dependiente del agente PS
utilizado, el tratamiento fotodinamico y el tipo de célula microbiana %%, La presencia de N3’
y D-manitol producen una disminucion del fotodafio, mientras que en D>O aumenta la
inactivacion celular. Resultados similares se encontraron previamente para la inactivacion de
microorganismos sensibilizada por porfirinas tri y tetra cationicas °2. Por lo tanto, los resultados
indican que la fotoinactivacion inducida por porfirinas es principalmente a través de O2(*Ag).
Sin embargo, aungque en menor medida, una participacién de reacciones del tipo | también puede

estar involucradas en la PDI.
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Figura 38. Sobrevivencia de a) C. albicans (~10% UFC/ml), b) E. coli (~108 UFC/ml) tratadas
con 5 pM de FsAPP e irradiadas 15 y 5 min, correspondientemente y ¢) S. aureus (~108
UFC/ml) tratadas con 1 uM de FsAPP y 5 min de irradiacion; (1) células en oscuridad; (2)
células irradiadas; (3) células tratadas con FsAPP en oscuridad; (4) células tratadas con FsAPP
irradiadas; (5) células irradiadas conteniendo 50 mM de azida de sodio; (6) células tratadas con
FsAPP conteniendo 50 mM de azida de sodio, irradiadas; (7) células irradiadas conteniendo 50
mM D-manitol; (8) células tratadas con FsAPP conteniendo 50 mM D-mannitol , irradiadas (*p
< 0.05, en comparacion con el control).
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Figura 39. Sobrevivencia de a) C. albicans (~10° UFC/ml), b) E. coli (~108 UFC/mlI) tratadas
con 5 uM de F10APP e irradiadas 15 y 5 min, correspondientemente y c) S. aureus (~10°
UFC/ml) tratadas con 1 uM de F1oAPP y 5 min de irradiacion; (1) células en oscuridad; (2)
células irradiadas; (3) células tratadas con F1oAPP en oscuridad; (4) células tratadas con F1oAPP
irradiadas; (5) células irradiadas conteniendo 50 mM de azida de sodio; (6) células tratadas con
F10APP conteniendo 50 mM de azida de sodio, irradiadas; (7) células irradiadas conteniendo 50
mM D-manitol; (8) células tratadas con F1oAPP conteniendo 50 mM D-mannitol , irradiadas (*p
< 0.05, en comparacion con el control).
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Figura 40. Sobrevivencia de a) C. albicans (~10° UFC/ml), b) E. coli (~108 UFC/mlI) tratadas
con 5 uM de TAPP e irradiadas 15 y 5 min, correspondientemente y ¢) S. aureus (~108 UFC/ml)
tratadas con 1 uM de TAPP y 5 min de irradiacion;
irradiadas; (3) células tratadas con TAPP en oscuridad; (4) células tratadas con TAPP irradiadas;
(5) células irradiadas conteniendo 50 mM de azida de sodio; (6) células tratadas con TAPP
conteniendo 50 mM de azida de sodio, irradiadas; (7) células irradiadas conteniendo 50 mM D-
manitol; (8) células tratadas con TAPP conteniendo 50 mM D-mannitol , irradiadas (*p < 0.05,

en comparacion con el control).

160

(1) células en oscuridad; (2) células






porfirinas FsTAPy F19TAF

IV 4. Conjugados nanoparticulas m









RESULTADOS Y DISCUSION

Las porfirinas FsTAP y FioTAP pueden funcionalizarse a partir del sustituyente
perfluorofenilo. Este grupo puede reaccionar con aminas alifaticas por una reaccion de
sustitucion nucleofila aromética. Usando esta propiedad, es posible inmovilizar PS en
nanoparticulas y superficies, mediante enlaces covalentes. La formacién de conjugados con
nanoparticulas magnéticas puede proporcionar ventajas, mencionadas anteriormente, como la
recuperacion del PS del medio tratado por medio de un campo magnético externo, la
reutilizacion sin producir contaminacién por desechos y la posibilidad de localizar el

tratamiento, dirigiendo el conjugado hacia el sitio de interés a través de un iman.

Por estas razones, se procedi6 con la inmovilizacion de FsTAP y F1oTAP en nanoparticulas
magnéticas de Oxido de hierro. Ademas, se estudié la actividad fotodindmica de ambas

porfirinas inmovilizadas y su capacidad para fotoinactivar S. aureus.

IV.4.1. Sintesis de conjugados MNPSINH-FsTAP y MNPSINH-FoTAP

En primer lugar, se sintetizd el nucleo magnético, que luego se recubridé con silice y
posteriormente se funcionalizé6 con grupos propilamino, como se describidé anteriormente
(seccion 1V.2.1.1.). La formacién de los conjugados correspondientes se llevé a cabo en DMF,
a 70 ° C, en atmosfera de argdn, durante 48 h con agitacion continua. En estas condiciones se
produce la reaccién de sustitucion nucleofilica aromatica (SnAr) del atomo de fluor, en la

posicién para, por uno de los grupos amino del MNPSINH2, que acttdan como nucleéfilos.

Los conjugados sintetizados (Esquema 12) se resuspendieron en agua (~ 10 nmol/mg de
MNPSINH-FsAPP y MNPSINH-FeAPP, 1 mg/ml en ambas suspensiones). En el Esquema 12
se muestra la formacion de un solo enlace covalente entre las porfirinas y las NP, sin embargo,
puede haber méas de un enlace para cada NP. Por otro lado, MNPSINH-F9APP puede contener
uno o varios -si hay méas de una molécula de porfirina por NP- atomos de fltor reactivos (F*)
en el anillo perfluorado. Esto implica la formacion de mas enlaces covalentes en dicho

conjugado.
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IV.4.2. Propiedades espectroscépicas de absorcion UV-visible de MNPSINH-FsAPP y
MNPSINH-FAPP

La Figura 41 muestra los espectros de absorcion en agua de los conjugados MNPSINH-
F4APP (linea discontinua), MNPSINH-F10APP (linea continua). La linea gris corresponde al
scattering (o dispersion) generada por el nicleo magnético MNPSINH.. En estos espectros, se
pueden observar las bandas caracteristicas de los PS unidos a las NP. Por otro lado, se observan
cambios batocromicos de las porfirinas FsAPP y F10APP inmovilizadas, de 6 y 4 nm
respectivamente, junto con un ensanchamiento de las bandas Soret. Estas diferencias en las
propiedades espectroscopicas pueden deberse al efecto de los diferentes enlaces establecidos
por las porfirinas con MNPSINH,. Efecto también observado en porfirinas inmovilizadas sobre

una superficie y puede deberse a una agregacion parcial del PS €6,
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Figura 41. a) Espectro de absorcion de MNPSINH-F,APP (linea continua) (A, =422 nm),
MNPSINH-F,APP (linea discontinua) (., =426 nm), scattering de MNPSINH, (linea gris) en

DMF; b) Diferencia entre los espectros de absorcion de los conjugados y el scattering de
MNPSINH,,.
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IV.4.3. Actividad fotodinamica de MNPSINH-FsTAP y MNPSINH-F1oTAP

La deteccion de O2(*Ag) en agua se llevd a cabo utilizando la sal del derivado de antraceno,
ABMM, como sonda molecular. Si bien, la vida Gtil de O2(Ag) en agua es de unos 4 ps, se
demostré que ABMM es un aceptor efectivo de esta especie reactiva de oxigeno, debido a su
alta solubilidad en dicho solvente. Como en estudios anteriores, se utilizd la porfirina de
referencia TPPS4™, PS anidnico elegido para evitar la interaccion electrostatica con ABMM vy,
de esta forma, la reaccon de fotooxidacion sea comparable con la llevada a cabo por los

conjugados.
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Figura 42. Gréficos de primer orden para la fotooxidacion de ABMM fotosensibilizada por
MNPSINH-F4APP (m), MNPSINH-FsAPP (W) y TPPS*4 (A) (Ain= 455-800 nm, Atirr = 30 s),
en agua.

Las graficas semilogaritmicas que describen el progreso de la fotooxidacién de ABMM se
muestran en la Figura 42. Los valores obtenidos de kobs"®™M se muestran en la Tabla 7. Como
se puede observar, se encontrd un alto valor de velocidad de reaccion para la descomposicién
de ABMM fotosensibilizada por ambos conjugados. Si bien los valores de ®a de FsAPP y
F10APP inmovilizadas en las NP son casi la mitad de los valores de ®a de las correspondientes
porfirinas libres, la actividad fotodinamica de los conjugados es lo suficientemente alta como

para inducir dafios en los sistemas bioldgicos.
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Tabla 7. Propiedades fotodindmicas de MNPSINH-FsAPP y MNPSINH-FoAPP en agua

PS Kops™M4 Dy
(s dH,0) (H,0)
MNPSINH-F,TAP (1,3+0.2)x10-3 0,22+0,02
MNPSINH-F,;TAP (0,8+0.2)x10-3 0,14+0,02
TPPS,* (4,1£0.2)x10-3 0,71+0,04

IV.4.4. PDI de microorganismos

La fotoinactivacion de S. aureus mediada por los conjugados MNPSINH-FsAPP y
MNPSINH-FoAPP se investigd en suspensiones celulares en PBS (~ 108 UFC/ml) después de
diferentes tiempos de irradiacion (5 y 15 min) con luz visible. La curva de sobreviencia se
muestra en la Figura 43. No se encontr6 toxicidad para las células tratadas con MNPSINH; y
los correspondientes conjugados, luego de 30 min de incubacion en la oscuridad. Ademas, la

viabilidad célular no se vio afectada por la irradiacion sin conjugado.

La actividad fotodinamica de FsAPP inmovilizada (3 uM) produjo una disminucion de 99,9%
de la viabilidad celular de S. aureus luego de 15 min de irradiacion. Mientras que, 5 UM de la
porfirina inmovilizada, produjo la muerte completa de las células bacterianas en el mismo
tiempo de exposicién a la luz visible. Por el contrario, la accion fotoinactivante de FioAPP
inmovilizada sobre las NP fue muy escasa, sin practicamente variacion con el aumento de la

concentracion del conjugado correspondiente.

Tanto FsAPP como F10APP contienen en su macrociclo grupos precursores de cargas
positivas y el grupo sustituyente apolar perfluorofenilo, mediante el cual, ademas, se pudo
inmovilizar a los PS sobre las NP. Sin embargo, la estructura con simetria AsB, correspondiente
a la porfirina FsAPP, es la que forma un conjugado adecuado para la PDI de S. aureus. Esto
puede deberse principalmente a la mayor interaccién que ejerce el conugado MNPSINH-FsAPP
con el microentorno celular, durante el tiempo de incubacion, lo cual permite una

fotoinactivacion adecuada.

Estos resultados confirman la importancia de la presencia de grupos precursores de cargas

positivas en el PS inmovilizado sobre las NP.
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Supervivencia celular (%)

1E'5 T T T T T T

Tiempo (min)

Figura 43. Curvas de sobrevivencia de S. aureus (~10® UFC/ml) tratadas con: 0.7 mg (3 uM)
de MNPSINH-FsAPP (m, linea discontinua) y MNPSINH-FeAPP (¥, linea discontinua); y 1,2
mg (5,0 uM) de MNPSINH-FsAPP (m, linea continua) y MNPSINH-FoAPP (¥, linea
continua); incubadas 30 min a 37 °C en oscuridad y, posteriormente, irradiadas con luz visible
por 5y 15 min. Cultivo control (®) -células sin fotosensibilizador e irradiadas.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Si bien inicialmente se planeaba utilizar la porfirina con simetria AsB (FsTAP), previamente
sintetizada, para unirla covalentemente a las NP, los procesos de purificacion fueron
complicados debido a la necesidad de realizar multiples columnas cromatograficas
obteniéndose rendimientos bajos. Por lo tanto, en su lugar se utilizé la porfirina FxTPP,
comercialmente disponible. Esta porfirina puede ser quimicamente modificada en la periferia
del macrociclo, una vez unida a las NP, con aminas alifaticas similares a las presentes en la

porfirina AsB.

IV.5.1. Sintesis de los conjugados C1, C2, C3y C4

En primer lugar se sintetizaron las MNPSINH: (seccion 1V.2.1.2.). Luego se procedio a la
reaccion de estas NP con la porfirina F2oTPP, en DMF, para formar el conjugado MNPSINH-
F19TPP, C1 (Esquema 14) (se la nombra con 19 atomos de fluor, suponiendo que sélo un fluor
de los 4 reactivos de toda la molécula, se une a un grupo sustituyente propilamino en las NP)
(Esquema 14). La reaccion se llevo a cabo a temperatura ambiente y agitacion continua durante
48 h. En estas condiciones tiene lugar la reaccion de SnAr del tomo de fluor, en la posicion
para, por uno de los grupos amino de las MNPSINH; 1%, EI C1 obtenido se lavd mediante
decantacion magnética y se resuspendié en un cierto volumen de agua, quedando una

concentracion de 10 nmol/mg (porfirinas/nanoparticulas), 4 mg/ml (nanoparticulas/suspension).

HzN - NHZ

Figura 44. Representacion del conjugado 1.
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Una alicuota de la suspension de C1 se sometio a metilacion. En primer lugar se descarto el
agua contenida y se resuspendieron las NP en DMF. Luego se adicioné CHzl y se dejo
reaccionar 16 h, a 40 °C con agitacion continua. Se obtiene asi el conjugado 2 (C2) (Figura 45),

MNPSIN*-F19TPP, en el cual las nanoparticulas unidas a la porfirina estan metiladas.

Figura 45. Representacion del conjugado 2.

Por otro lado, el C1 se utilizan para afiadir a la porfirina inmovilizada el grupo 2-N,N-
dimetilaminoetoxi, mediante una reaccion de SnAr al anillo bencénico perfluorado 49 (dtomos
de F que quedaron sin reaccionar previamente con las NP). Para ello, en primer lugar, se descart6
el volumen de la suspension mediante decantacion magnética. Luego, se resuspendieron las NP
en THF y se adicionaron a la suspension N,N-dimetiletanolamina e hidroxido de potasio anhidro.
Para que la reaccion sea exitosa, la relacion estequiométrica respecto a la concentracion de
TPPF20 inmmovilizada en C1, es la siguiente: TPPF2 (1 mol): OH-C2H4-N(CHs)2 (20 mol):
KOH (16 mol) 9. Debido a que TPPFzo unida a las NP tiene al menos tres grupos sustituibles,
se duplico la relacion estequiométrica anterior. Por lo tanto, 2 umoles de TPPF2o (168 mg de
conjugado 1), se hicieron reaccionar con 80 pmoles de N,N-dimetiletanolamina y 64 pmoles de
KOH. La reaccién se llevé a cabo a temperatura ambiente durante 12 h, con agitacion continua
y en condiciones de catalisis por transferencia de fase, utilizando bromuro de tetrabutilamonio
(100 pl) como catalizador %3, EI conjugado 3 (C3) obtenido (Figura 46), MNPSINH- F16TPP-
N (ahora 16 atomos de F siguiendo la logica de los 3 que quedaron sin reaccionar al formarse
C1), se purifico mediante decantacion magnética con lavados con agua y finalmente se

resuspendio en el mismo solvente.
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]IlN - NI [2

LN

Figura 46. Representacion del conjugado 3.

Una alicuota de la suspension de C3 se sometié a metilacion de la misma manera descripta
en la seccion anteriormente. Se obtuvo asi el conjugado 4 (C4) (Figura 47), MNPSIN*- F16TPP-
N, en el cual las NP unidas a la porfirina estan metiladas.

En el Esquema 14 pueden observarse los pasos de sintesis y las estructuras quimicas

(representacion grafica) de los conjugados C1, C2, C3y C4.

Figura 47. Representacion del conjugado 4.

IVV.5.2. Microoscopia de transmision electronica (TEM) y potencial Z

Los conjugados C1, C2, C3 y C4 se caracterizaron por TEM. Se puede observar en la Figura
48 que no varia considerablemente el tamafio de los mismos luego de cada paso de sintesis.

Pueden observarse nanopaticulas polidispersas.
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Ademaés, se determino el potencial Z para evaluar la carga superficial y estabilidad de las
suspensiones. Dichas medidas arrojaron los valores 28, 25, 16, 19, 27 y 33 mV para MNPSINH,
MNPSIN*, C1, C2, C3 y C4 correspondientemente. La medida de polaridad arrojé valores

positivos en todos los conjugados.

El cambio de potencial Z de 28 mV a 16 mV (MNPSINH2, a MNPNH-Fi9TPP) es
significativo y podria relacionarse con los grupos -NH> protonados; es decir, el potencial Z
disminuye al haber menor cantidad de grupos -NH> protonados en C1. También, el cambio de
25 mV (MNPSINY) a 19 mV (MNPSIN*- F19TPP) es significativo y en la misma direccion
anterior. Por otro lado, el potencial Z de C1 y C2 no es significativamente distinto.

\ e
A 3 #
" 50 nm
. E—
50 nm.

5 o ———

X400000 | Frame
P P . :

Figura 48. Fotografia de A) C1, B) C2, C) C3 y D) C4 por microscopia de transmision
electrénica.

Nuevamente el cambio de 16 mV a 27 mV (MNPNH-Fi9TPP a MNPNH-F1sTPP-N) es
significativo y 1o mismo de 19 mV a 33 mV (MNPN*-F19TPP a MNPN™*-F1s TPP-N").

Estos resultados muestran que el potencial Z aumenta cuando aumentan las cargas positivas
en los mismos. En cuanto a la estabilidad coloidal de dichos conjugados, segun las interacciones
electrostaticas, el orden es el siguiente: conjugado 4 > conjugado 3 > conjugado 2 ~ conjugado
1. De acuerdo a los valores de potencial Z, los conjugados 3 y 4 pueden tener cierta estabilidad
a diferenciade 1y 2.
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IV.5.3. Espectroscopia de absorcion UV-visible y fluorescencia

La Figura 49 muestra los espectros de absorcidn en agua y DMF, correspondientemente, de
los conjugados C1 (linea negra), C2 (linea roja), C3 (linea azul), C4 (linea celeste) y de la
porfirina libre FooTPP (linea rosa). La linea color gris corresponde a la dispersion (o scattering)
generada por las MNPSINH.. En dichos espectros se pueden observar las bandas caracteristicas
del PS unido a las NP. Las bandas de cada conjugado: la Soret alrededor de Amax= 428 nm en

agua y Amax= 430 nm en DMF, y las cuatro bandas Q %-°.

Por otro lado, puede observarse un corrimiento batocromico de 15 nm en agua y 13 nm en
DMF, junto con un ensanchamiento de la banda Soret del PS en cada conjugado, respecto a
cuando el mismo no esta unido covalentemente a las NP magnéticas. Estas diferencias en
propiedades espectroscopicas puede deberse al efecto de las diferentes uniones que establece la
porfirina con las MNPSINH_. Este efecto también se observa en porfirinas inmovilizadas sobre
una superficie y puede deberse a una agregacion parcial del PS, como se explico en los

conjugados sintetizados con anterioridad .

En la Tabla 8 pueden observarse las diferencias en los parametros espectroscopicos
correspondientes a los conjugados C1, C2, C3y C4 y a la porfirina F2TPP libre, en los solventes
H-O y DMF. Debido a la presencia de interaccion entre las moléculas de porfirina, enlazadas a
las NP, se puede estimar que el valor de absortividad molar (g) de FooTPP inmovilizada, es

menor al de F2oTPP libre (¢ = 2,3x10°M1cm™).
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Figura 49. Espectro de absorcién UV-visible en a) H2O y b) DMF de los conjugados C1 (linea
negra), C2 (linea roja), C3 (linea azul), C4 (linea celeste) y de la porfirina libre F2oTPP (linea
rosa). Scattering de MNPSINH: (linea gris).

Intensidad (UA)
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Figura 50. Espectro de emision en H2O de los conjugados C1 (linea negra), C2 (linea roja), C3
(linea azul), C4 (linea celeste) y de la porfirina libre F2oTPP (linea rosa).
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Tabla 8. Parametros espectroscdpicos de los conjugados C1, C2, C3, C4 y la porfirina F2TPP

PS Anax®®(H,0) Mnax®®(DMF) Amax®™(H,0) @ (H0)
(nm) (nm) (nm)
C1 428 430 657 0,036+0,005
Cc2 428 430 657 0,021+0,002
C3 428 430 657 0,028+0,003
C4 428 430 657 0,011+0,001
TPPF,, 413 417 644 0,080+0,007

Estudios anteriores con porfirinas bases libres, muestran que las bandas entre 600 y 800 nm
del espectro de emision, corresponden a transiciones Qx(0-0) y Qx(0-1) °. Este es un
comportamiento tipico de porfirinas con simetria D2 e indica que la estructura vibronica de la
porfirina permanece practicamente sin cambios después de la excitacion. EI mismo
comportamiento se observa cuando F2oTPP esta inmovilizada sobre las NP, con sus diferentes
modificaciones in situ (Figura 50). Los rendimientos cuénticos de fluorescencia fueron
calculados usando TPPS*4 como referencia (®r=0,080 °*). Los valores obtenidos se muestran
en la Tabla 8. La emisién de fluorescencia de estos conjugados puede ser adecuada para la
deteccion de los conjugados en un microentorno celular a las concentraciones utilizadas para la

PDI de los microorganismos C. albicans, E. coli y S. aureus 8.,
IV.5.4. Actividad fotodinamica

Soluciones del sustrato correspondiente y cada conjugado, o la porfirina de referencia TPPS*
4% se irradiaron en condiciones aerdbicas con luz visible. Se utilizé la misma concentracion
de los conjugados C1, C2, C3y C4 (0,4 mg/ml, 10 nmol/mg. Equivalente a 2 uM de porfirina)

en todas las experiencias, al igual que la concentracion de la referencia.

IV.5.4.1. Fotooxidacién de ABMM y DMA. Produccién de O2(*Ag)

La produccion de O2(*Aq) por los conjugados C1, C2, C3 y C4 se estudié por un método
indirecto en presencia de ABMM en los solventes agua y PBS. Se procedid experimentalmente

de la misma manera que experiencias anteriores.

La descomposicion de ABMM fotosensibilizada por cada uno de los conjugados se estudio
irradiando la solucidn a intervalos de tiempo de 30 s en agua y 60 s en PBS (Air=455-800 nm,

region en la que solo absorbe el conjugado). Dicha fotooxidacion sigue una cinética de pseudo
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primer orden a la longitud de onda 379 nm, con respecto a la concentraciéon de ABMM. La
Figura 39 a) y b) muestran las gréficas semilogaritimicas tipicas que describen el progreso de la
reaccion estudiada, en agua y PBS, respectivamente. A partir de las pendientes de estos graficos,
se obtuvieron las constantes de velocidad observadas (kops"®™M, Tabla 9) de cada uno de los

conjugados y de la referencia TPPS*,.

Como puede observarse en la Figuras 51 a) y b), los conjugados descomponen al sustrato con
una velocidad notablemente mayor que la porfirina de referencia. ABMM esta sustituido por
cuatro grupos acido carboxilicos, los cuales pueden adquirir cargas negativas en el medio acuoso
151 Estas cargas pueden interaccionar con los grupos amino de la periferia de las NP, facilitando
una localizacion de la molécula prueba proxima a los centros de produccion de Oz(*Ag). Este

efecto puede producir una descomposicién mas rapida del sustrato.
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Figura 51. Gréficos de primer orden para la fotooxidacion de a) ABMM en agua (35 uM), Atir
=30s, b) ABMM en PBS (35 uM), Atirr = 60 s y c) DMA en DMF (35 uM), fotosensibilizada
por C1 (m), C2 (®),C3 (), C4 (V) y TPPS*4 (A); hirr= 455-800 nm.
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Con el fin de comparar esta tendencia, se estudio también la descomposicion de DMA en el
solvente organico DMF. Al igual que ABMM, el DMA desactiva O2(*Ag) principalmente por
reaccion quimica 4+2 para producir el endoperdxido 1. Sin embargo, DMA no posee grupos
capaces de generar cargas negativas, evitando asi posibles interacciones electrostaticas con las
NP. La fotooxidacion de DMA se realiz6 de la misma manera que con el sustrato ABMM, con
un intervalo de irradiacion de 30 s (Figura 51 c). Estos resultados se utilizaron para calcular los
valores de @, producidos por los conjugados en DMF (Tabla 9) Los valores son
considerablemente altos en comparacion con otros PS quimicamente unidos a un soporte, lo
cual indica que F2TPP se encuentra en un entorno con elevada actividad fotodinamica en la
produccion de O2(*Ag) 9.

Tabla 9. Pardmetros cinéticos para la descomposicion de sustratos ABMM y DMA (Kobs"EMM,

KonsPMA).
kubsABMM kubsABMM kobsDMA (I)"1

PS (sYen H,O (s en PBS (s en DMF (DMF)
C1 (2,4+0.3)x10°3 (1,940.2)x10°3 (1,940.2)x10°3 0,34:£0,02
C2 (4,6+0.3)x10°3 (2,9+0.3)x10°3 (1,6+0.2)x10°3 0,29:£0,02
c3 (2,9+0.3)x10°3 (1,940.2)x10°3 (1,04£0.2)x10°3 0,17£0,01
C4 (3,240.3)x10°3 (3,1£0.3)x10°3 (1,240.2)x10°3 0,21:£0,01

TPPS*, (5,5+0.5)x10 (7,8+0.5)x10 (4,0+£0.5)x10°3 0,71£0,04

I1VV.5.4.2. Fotooxidacion de L-triptéfano

El efecto fotodindmico se analiz6 monitoreando la descomposicion de Trp a través de la
disminucion en su emision de fluorescencia a 350 nm en PBS, utilizando la misma
concentracion de los conjugados y la porfirina de referencia que con ABMM. La irradiacién se

realizd en A= 455-800 nm, en intervalos de 3 min.

La fotodescomposicion siguidé una cinética de pseudo primer orden con respecto a la
concentracion de Trp. En la Figura 52 se observan las gréaficas semilogaritmicas que describen

el progreso de la reaccion. A partir del ajuste lineal de estos gréaficos, se calcularon los valores
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de kops'™ para la fotodescomposicion de Trp sensibilizada por los conjugados C1, C2, C3, C4y
TPPS*4(Tabla 10).
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Figura 52. Graficos de primer orden para la fotooxidacion de Trp en PBS (35 uM), Atirr = 180
s, fotosensibilizada por C1 (m), C2 (®), C3 (), C4 (V) y TPPS*4 (A); Air= 455-800 nm.
Debido a que la fotooxidacion de ABMM vy Trp sensibilizada por C1, C2, C3 y C4 se estudio
en el mismo solvente (PBS) y se utilizé la misma fuente de irradiacion (A= 455-800 nm), se
pueden comparar directamente las magnitudes de Kops"=MM y kons'™. Se observa que Kobs"®MM es
aproximadamente el doble del valor de kops'™. Como se describid anteriormente, ABMM
reacciona quimicamente de manera especifica con O2(*Ag). Por lo tanto, la descomposicion de
Trp se debe al ataque del O2(*Ag), por un mecanismo de reaccion del Tipo 1l. Utilizando ambos
valores de kobs Se pudo determinar el valor de la constante de velocidad de reaccion para Trp. De

la misma forma que en la seccion 1V. 2.

Los valores de k:'™ obtenidos son un poco menores al encontrado para la fotooxidacion de
Trp inducida por O2(*Ag) en agua a pH=7 (6,0 x 10’ Ms) 7°. Posiblemente esto se deba a la
rapida descomposicion de ABMM por la interaccion con los conjugados, principalmente con
C2 y C4, los cuales poseen cargas positivas implicitas. Sin embargo, puede afirmarse que la
descomposicion del aminoacido, inducida por C1, C2, C3 y C4, es principalmente producida

por un fotoproceso Tipo Il.
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Como puede observarse en la Tabla 9 y en la Tabla 10, la actividad fotodinamica de la
porfirina F20TPP inmovilizada y modificada sobre las NP, se mantiene relativamente elevada.

Tabla 10. Parametros cineticos para la descomposicion del sustrato Trp (kobSTrp)
Kops'™ k.
PS (s1)enPBS (s1)enPBS
C1 (6,2+0.3)x10 (3,2+0,2)x107
C2 (1,7+0.1)x10 (0,6+0,1)x107
C3 (35+0.2)x10* (1,8+0,2)x107
C4 (1,8+0.1)x10 (0,6+0,1)x107
TPPS%, (3,0+0.2)x10 (3,8+0,2)x107

IVV.5.5. Estudios in vitro
IV.5.5.1. PDI de microorganismos en suspensiones celulares en PBS

Para el estudio de PDI se seleccionaron C. albicans, E. coli S. aureus. Las suspensiones
celulares se trataron con los conjugados C1, C2, C3y C4 (0,4 mg/ml, 10 nmol/mg, equivalente
a~ 2uM), los cuales presentaron actividad fotodindmica frente al sustrato DMA. Las NP
magnéticas que no contienen PS unido (MNPSINy MNPSIN*, 0,4 mg/ml) también se utilizaron

para analizar su efecto en la PDI de microorganismos.

En estas condiciones, el conjugado C4 induce una inactivacién fotodinamica mayor a
99,999% en S. aureus después de 15 min de irradiacion, 99,999% en E. coli y de 99,96% en C.
albicans después de 30 min de irradiacion. Resultados casi idénticos se obtuvieron con las
células tratadas con C2. Ambos conjugados resultaron considerablemente mas efectivos que los
conjugados sin cargas intrinsecas, C1 y C3 (Figura 53). Por otro lado, las suspensiones se
trataron con los conjugados correspondientes y con MNPSIN y MNPSIN™ por 30 min a 37°C
en oscuridad. Luego se las expuso a la luz visible, durante un tiempo de 30 min. Los
experimentos de control ponen de manifiesto que la viabilidad celular no se vio afectada por la
iluminacién de las suspensiones celulares en ausencia del conjugado, ni por incubacion del
mismo en la oscuridad durante 30 min. Por lo tanto, la disminucion de la viabilidad observada
después de la irradiacion de los cultivos tratados, se debe a la PDI de los agentes

fotosensibilizadores.
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Figura 53. Sobrevivencia de a) C. albicans, b) E. coli y c) S. aureus tratadas con 0,4 mg, 2 uM
de porfirina en los conjugados (10 nmol/mg) y expuestas a irradiacion con luz visible (90

mW/cmZ) por 15 min para S. aureus y 30 min para E. coli y (C) C. albicans. Tratamiento 1)
control de células irradiadas, 2) células incubadas con C1 e irradiadas, 3) células incubadas con
C2 e irradiadas, 4) células incubadas con C3 e irradiadas y 5) células incubadas con C4 e
irradiadas; (---) limite de deteccion.

IVV.5.5.2. Reutilizacién del conjugado C4

Las suspensiones celulares de microrganismos en PBS se incubaron con C4 como se decribid
anteriormente. Luego de la exposicion a la luz visible de los microorganismos en los tiempos
correspondientes, se procedio a la recuperacion de C4 por decantacion magneética. Este
procedimiento se repitié dos veces mas, obteniendo como resultado el nimero de colonias
contadas en cada etapa de recuperacion. Los experimentos control de células tratadas con el
conjugado sin irradiar ponen de manifiesto que la viabilidad celular no fue afectada. Las

experiencias irradiadas muestran una disminucion efectiva en la viabilidad celular de los tres
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microorganismos tratados con C4 e irradiados por 30 min en C. albicans y E. coli, y 15 min en
S. aureus (Figura 54).

Las experiencias muestran que la porfirina modificada in situ se mantiene unida a las NP
magnéticas, luego de los lavados que se realizan para probar la reutilizacion del conjugado. Por

lo tanto, C4 resultd ser efectivo para erradicar microorganismos luego de tres ciclos de

reutilizacion.
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Figura 54. Estudios de reutilizacion de C4 en a) C. albicans, b) E. coliy ¢) S. aureus (200 pl, ~

10* UFC/ml) tratadas con 0,2 mg, 2 uM de porfirina en el conjugado (10 nmol/mg) durante 30
min, a 37 °C en la oscuridad, con posterior exposicion a la luz visible (30 minen ay b, 15 min
en c). Experiencias: (1) control células irradiadas; (2) células con C4 en la oscuridad; (3) células
con C4 expuestas a la luz visible; (4) nuevas células tratadas con C4 recuperado de (3) en
oscuridad; (5) nuevas células tratadas con C4 recuperado de (3) e irradiadas (reutilizacion 1);
(6) nuevas células tratadas con C4 recuperado de (5) en oscuridad; (7) nuevas células tratadas
con C4 recuperado de (5) e irradiadas (reutilizacion 2); (---) limite de deteccion.
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IV. 5. 5. 3. Microscopia de fluorescencia

Esta técnica se utilizo para observar el poder fotoinactivante en las bacterias E. coli y S.
aureus por parte de los conjugados que fueron mas efectivos en la PDI de estos microorganismo,

C2 y C4 (3 uM de porfirina inmovilizada/mg de NP).

Las Figuras 55, 56, 58 y 60 la muestran las fotografias de microscopia de fluorescencia de
las células de ambas bacterias tratadas con los correspondientes conjugados y expuestas a
irradiacion. En todos los casos se utilizé yoduro de propidio (PI) como marcador fluorescente
de muerte celular. Se muestran también los controles oscuridad, es decir, las células incubadas
con los conjugados sin someterlas a irradiacion con luz visible. En dichas Figuras se observa un
alto porcentaje de muerte celular de ambas bacterias. Luego de 30 min de irradiacién tanto C2
como C4 fueron muy efectivos en E. coli, provocando la muerte de todas las células. Mientras
que en S. aureus, se necesito para el mismo resultado, el mismo tiempo de irradiacion utilizando
C2,y 20 min con C4. Las Figuras 57 y 59 muestran los controles en oscuridad, es decir células
tratadas con C2 y C4 sin irradiacion, y células sin PS irradiadas, respectivamente. Dichas

fotografias muestran que no hay muerte celular en ninguna de las codiciones nombradas.

Figura 55. Imagenes microscopicas de E. coli incubadas por 20 min con C2 (3 uM) y PI (1
uM): a) campo claro, b) fluorescencia, antes de irradiar, c) luego de 30 min de irradiacion
(100x), d) imagen campo control oscuridad, e) fluorescencia del control oscuridad (50 min).
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Figura 56. Imagenes microscopicas de E. coli incubadas por 20 min con C4 (3 uM) y PI (1 uM)
a) campo claro, b) fluorescencia, antes de irradiar, ¢) luego de 30 min de irradiacion (100x), d)
imagen campo claro control oscuridad, e) fluorescencia del control oscuridad (50 min).

Figura 57. Imagenes microscopicas de E. coli: a) campo claro, b) fluorescencia, control
irradiacion (30 min), PI (1 uM), c) campo claro, incubadas por 20 min con MNPSIN* y PI (1
UM), d) fluorescencia, incubadas por 20 min con MNPSIN* e irradiadas 30 min.
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Figura 58. Imé&genes microscopicas de S. aureus incubadas por 20 min con C2 (3 uM) y PI (1
uM): a) campo claro, b) fluorescencia, antes de irradiar, ¢) luego de 30 min de irradiacion
(100x), d) imagen campo claro control oscuridad, e) fluorescencia del control oscuridad (50
min).

Figura 59. Imé&genes microscopicas de S. aureus incubadas por 20 min con C4 (3 uM) y PI (1
uM): a) campo claro, b) fluorescencia, antes de irradiar, c) luego de 20 min de irradiacion
(100x), d) imagen campo claro control oscuridad, e) fluorescencia del control oscuridad (50
min).
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Figura 60. Imé&genes microscopicas de S. aureus incubadas por 20 min con C4 (3 uM) y PI (1
uM): a) campo claro, b) fluorescencia, antes de irradiar, c) luego de 20 min de irradiacion
(100x), d) imagen campo claro control oscuridad, e) fluorescencia del control oscuridad (50
min).

Los resultados muestran que se sintetizd el conjugado MNPSINH-F19TPP, uniendo
covalentemente a MNPSINHo>, con los grupos perfluorofenilo de la porfirina F2oTPP, mediante
sustitucion nucleofilica aromética (SnAr) del grupo fluor en la posicion para. Luego, fue posible
adicionar otro grupo funcional a la porfirina F2oTPP una vez que se encontraba inmovilizada
sobre las NP. Cada grupo perfluorofenilo libre en el conjugado MNPSIN-F19TPP (C1),
reacciond con N,N-dimetiletanolamina, mediante SnAr, funcionalizando asi a la porfirina con
grupos etildimetilamino, formando MNPSIN-FisTPP —N (C3). La posterior metilacién de
ambos conjujados, permitio obtener MNPSIN*-F16TPP-N (C2), con cargas implicitas en los
grupos aminos de la periferia de las NP y MNPSIN*-F1sTPP-N* (C4), con cargas implicitas en
las NP y en la porfirina inmovilizada. La sintesis de estos conjugados presenté como principal
ventaja la versatilidad y eficiencia de la reaccion de SnAr. Ademas, permite continuar con la
funcionalizacién de la porfirina mediante la adicién de grupos amino. Por otro lado, es posible
la obtencion pura de cada uno de los conjugados mediante los lavados por decantacion

magnética, y de esta manera seguir los pasos de sintesis.

Los espectros UV-visibles de cada uno de los conjugados corroboraron la union quimica
establecida entre la porfirina y las NP. Se observaron claramente las bandas correspondientes a

F20TPP inmovilizada, presentando en todos los casos, un corrimiento batocrémico respecto al
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UV-visible de la TPPF2 libre. La porfirina unida a las NP conserva la capacidad de emitir

fluorescencia.

Por otro lado, la fotodescomposicion del sustrato DMA en presencia de los diferentes
conjugados, indico una produccion eficiente de O2(*Ag). Ademas, estudios en suspensiones de
S. aureus en presencia de los diferentes conjugados, mostraron PDI a los 15 min de ser irradiadas
con luz visible. EI mismo efecto, en menor proporcién se observo en C. albicans, luego de 30
min de irradiacién. En ambos casos el conjugado MNPSIN*-TPPF2-N* resulté ser el mas
eficiente. Incluso C4 produjo una disminucion importante en la viabilidad celular de la bacteria
Gram negativa E. coli, luego de 30 min de irradiacion.
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Los derivados de boro dipirrometenos (BODIPYs) presentan interesantes aplicaciones
biotecnoldgicas. Estos compuestos tienen una estructura similar a la mitad de una porfirina 'y,
al igual que estas, se pueden obtener a partir de dipirrometanos. En particular, los BODIPYs
absorben intensamente en la region central del espectro visible con rendimientos cuanticos de
fluorescencia elevados. Asi, estos compuestos pueden ser utilizados como fluoréforos y ademas,
mediante la union directa de &tomos pesados al anillo s-indaceno, pueden transformarse en PS
para aplicaciones fotodinamicas. °*’Por otro lado, a lo largo de este trabajo se ha demostrado
que es posible conjugar PS a NP magnéticas funcionalizadas. En el presente subcapiculo se
muestran los resultados de la sintesis de conjugados MNPSINH-BODIPY, estudios
espectroscopicos, actividad fotodinamica, y capacidad fluorofora y fotoinactivante en las

bacterias S. aureus y E. coli.

IV. 6. 1. Estructura y propiedades de los BODIPYs seleccionados para formar
conjugados nanomagnéticos fluordéforos y fotoactivos

Debido a que se disponia de dos estructuras BODIPY's con propiedades espectroscopicas y
fotoquimicas diferentes, se procedio a unir covalentemente dichos complejos a las MNPSINH>
sintetizadas con anterioridad. En la Figura 61 se muestran los BODIPYSs utilizados para dicha

conjugacion y la molécula usada como referencia.

AcO-BOD-Br,
(Ref)

FsPh-BOD-Br, FsPh-BOD-H,

Figura 61. Estructura quimica de los BODIPY's

Los espectros de absorcion de los compuestos FsPh-BOD-H2 y FsPh-BOD-Br; se registraron
en el solvente DMF (Figura 62 a). La banda de absorcion principal de los BODIPYs fue
atribuida a la banda vibratoria 0-0, correspondiente a una transicion Se-Ss, con alto valor de € ¢

10° M™.cm™). siendo el maximo de absorcion de FsPh-BOD-H; en A= 513 nm. La sustitucion

193



RESULTADOS Y DISCUSION

del &tomo de bromo en las posiciones 2 y 6, produjo un corrimiento batocrémico de 31 nm de
dicha banda. Los espectros de absorcion y emision de fluorescencia (Figura 62 d) de ambas
estructuras, son casi imagenes reflejadas entre si, revelando que las especies que emiten son
similares a las que absorben. La banda de emision se atribuye a la banda vibratoria 0-0,
correspondiente a la transicion electronica Si-So. Puede observarse que ambas estructuras
producen una emision de fluorescencia en el verde. En cuanto al rendimiento cuéntico de
fluorecencia, el valor disminuye considerablemente cuando el BODIPY es sustiuido por atomos
de bromo, y es atribuido al efecto del &tomo pesado, el cual favore el cruce entre sistemas (Tabla
11).

IV. 6. 2. Conjugacion de las estructuras FsPh-BOD-H2 y FsPh-BOD-Br2con MNPSINH:

En la Figura 61 puede observarse a ambos BODIPY's sustuidos en la posicion meso por un
grupo perfluorofenilo. Aprovechando la capacidad de sistutucion nucleofilica aromatica que
puede sufrir dicho grupo (como se mostré en 1V. 4 y IV. 5), se procedié a la reaccion de ambas
estructuras con las MNPSINH2, formando los conjugados MNPSINH-FsPh-BOD-H2 y
MNPSINH-F4Ph-BOD-Br; (Figura 62). Dichos conjugados presentan espectros de absorcion
caracteristicos de moléculas inmovilizadas en las NP (Figura 62 b y c). Puede observarse un
corrimiento batocrémico en la banda de ambos BODIPYs, de 8 y 14 nm, correspondientemente.
Por otro lado, la emision de fluorescencia de FsPh-BOD-H> disminuye considerablemente en el
conjugado respecto a cuando el BODIPY esta en solucion (Figura 62 d). Sin embargo, es un

valor aceptable para utilizar como fluor6foro en medios bioldgicos.
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Figura 62. Espectros de absorcion UV-vis de: (a) FsPh-BOD-H: (linea continua), FsPh-BOD-
Brz (linea discontinua), (b) MNP-F4Ph-BOD-H: (linea continua) y scattering de MNPSINH:
(linea gris) (c) MNP-F4Ph-BOD-Br; (linea continua) y scattering de MNPSINH: (linea gris).y
(d) espectros de emision de fluorescencia de FsPh-BOD-H: (linea continua), FsPh-BOD-Br
(linea discontinua) y MNP-F4Ph-BOD-H: (linea gris). (Aexc=512 nm).

Tabla 11. Pardmetros espectroscopicos de BODIPY's y conjugados correspondientes en DMF

PS A mal® Mmax™ ol
H,-BOD-PhFs 512 nm 523 nm 0,98+0,05
Br,-BOD-PhF5 543 nm 560 nm 0,17+0,02

MNP-F,Ph-BOD-H, 520 nm 524 nm 0,18+0,02
MNP-F,Ph-BOD-Br, 557 nm - -
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En la siguiente Figura 63 se observa la fluorescencia verde del conjugado MNPSINH-
F4Ph-BOD-Hy, resuspendido en 2 ml de DMF. En el caso de MNPSINH-F4Ph-BOD-Br», dicha

fluorescencia no fue observada, como era de esperar.

Figura 63. Suspension conjugado MNPSINH-F4Ph-BOD-H.. Irradiacion UV de 254 nm (A).
Sin irradiacion (B).

IV. 6. 3. Fotooxidacién de DMA: produccion de O2(*Ag)

El valor del rendimiento cuantico de produccion de O2(*Ag) se calculé mediante la
fotooxidacion de DMA que, como se dijo anteriormente, es un sustrato que desactiva a O2(*Ag)
por reaccion quimica exclusivamente. La descomposicion DMA fotosensibilizada por los
BODIPYs y respectivos conjugados se estudié en acetonitrilo (ACN). Las soluciones y
suspensiones se irradiaron con luz verde (LED Li»=510 nm) en condiciones aerobicas, como se
muestra en la Figura 11 ii). La fotodegradacion de DMA se siguié monitoreando su

descomposicion a partir de los espectros de absorcion (Figura 64 a).
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Figura 64. Fotooxidacion de DMA (35 uM). a) Cambios en el espectro de absorcion de DMA
sensibilizado por MNP-F4Ph-BOD-Br,. b) Graficos de primer orden para Br.-BOD-OAc
(Ref)(m), Br.-BOD-PhFs(®), MNP-FsPh-BOD-Br> (V) y H>-BOD-PhFs(A), en ACN.
()\.irrzslo nm), Atirr =5 min.

En la (Figura 64 b) se observa que la fotooxidacion en todos los casos, sigue una cinética de
pseudo primer orden con respecto a la concentracion de DMA. A partir de los gréficos
semilogaritmicos que describen el progreso de la fotodegradacion de este sustrato, fueron
calculados los valores de kobs para cada BODIPY y su conjugado (Figura 64). Los valores de ®a
en ACN, se calcularon comparando las pendientes de las rectas de descomposicion de DMA
mediada por los BODIPY's y conjugados, utilizando como referencia la molécula AcO-BOD-

Br2 150

En la Tabla 12 puede observarse que el valor de ®a del BODIPY Br2-BOD-PhFs disminuye
a un poco mas de la mitad su valor cuando se encuentra inmovilizado en las NP. Sin embargo,
el valor es suficiente para generar dafio celular, como se ha visto en otros PS inmovilizado sobre

las mismas NP 198,
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Tabla 12. Pardmetros cinéticos para la descomposicion de DMA en ACN

PS Kops (51 D,
Br,-BOD-OAC (Ref) (1,8+0,3)x102  0,79+0,04
Br,-BOD-PhF (1,6+0,3)x102  0,70+0,04
H,-BOD-PhFs (5,1+0,2)x10*  0,02+0,01
MNP-F,Ph-BOD-Br, (6,140,2)x103  0,27+0,03

MNP-F,Ph-BOD-H, -

IV. 6. 4. Inactivacion fotodinamica de microorganismos

Los conjugados MNPSINH-F4Ph-BOD-H, y MNPSINH-FsPh-BOD-Br> se evaluaron como
agentes fotodindmicos in vitro utilizando las bacterias S. aureus y E. coli. La Figura 65 muestra
las curvas de sobrevivencia de las células bacterianas tratadas con 0,5 mg (equivalente a 3 UM
de BODIPY) de cada uno de los conjugados, luego de diferentes tiempos de irradiacion (5 y 15
min en S. aureus, 15 y 30 min en E. coli). Los experimentos de control mostraron que la
viabilidad de ambas bacterias no se vio afectada por la iluminacion en ausencia de conjugados,
ni tampoco por la incubacién en la oscuridad con los mismos, lo que indica que la mortalidad
celular resultante, después de la irradiacion de los cultivos tratados con MNPSINH-F4Ph-BOD-
H> y MNPSINH-F4Ph-BOD-Br», es debido al efecto de fotosensibilizacion del agente producido

por la luz visible.
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Figura 65. Curvas de sobrevivencia de a) S. aureus (=108 UFC/ml) y b) E. coli (~108 UFC/ml)
tratadas con 0,5 mg (3 uM de BODIPY inmovilizado) de MNPSINH-FsPh-BOD-H> (») v
MNPSINH-F4sPh-BOD-Br, (#), incubadas 30 min a 37 °C en oscuridad y posteriormente
irradiadas por diferentes tiempos con luz visible. Cultivo control: células sin PS e irradiadas

(®).

Como puede observarse en la Figura 65, ambos conjugados mostraron efecto fotoinactivante
en S. aureus y E. coli. Sin embargo, como era de esperar, el conjugado que contiene el BODPY
bromado, resultd ser mucho mas eficiente en la disminucion de la viabilidad celular de ambos
microorganismos. Luego de un corto tiempo de irradiacion de 5 min en S. aureus, MNPSINH-
F4Ph-BOD-Br produjo una disminucion del 99 % de la sobrevivencia celular, mientras que a
los 15 min, la inactivacion fue completa (>99,9999%). En E. coli, una de las bacterias méas
resistente y dificil de erradicar, MNPSINH-F4Ph-BOD-Br; redujo su viabilidad celular por
completo (>99,9999%) luego de 30 min de irradiacion, un tiempo mas prolongado que para S.
aureus. Sin embargo, la fotoinactivacion producida por este conjugado fue considerable ain
después de 15 min de irradiacion (>99,99 %). Por otro lado, MNPSINH-F4Ph-BOD-H> produjo
una importante disminucion en la sobrevivencia celular de E. coli, luego de 30 min de
irradiacion ¢99,99%). Posiblemente la estructura del conjugado tenga una interaccién mayor
con la bacteria Gram negativa que con la positiva, debido a la densidad de carga negativa en la

envoltura celular. Este efecto podria aumentar el efecto fotodindmico en el microentorno celular.
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IV. 6. 5. Microscopia de fluorescencia

Esta técnica se utilizo para observar el poder fotoinactivante en las bacterias E. coli y S.
aureus por parte de los conjugados MNPSINH-F4Ph-BOD-H, y MNPSINH-F4Ph-BOD-Br.
Para ello, se utiliz6 un filtro azul (Aexc = 410-500 nm, 0,4 mW/cm?) y la emision se observo en
el rojo (Aem= 620-670 nm).

Por otro lado, se analizo la utilizacion del conjugado MNPSINH-F4sPh-BOD-H, como

marcador celular fluorescente (Aem >530 nm).

Las Figuras 66 a 69 muestran las fotografias de microscopia de fluorescencia de las células
de ambas bacterias tratadas con los correspondientes conjugados y expuestas a irradiacion. La
muerte celular se determin6 usando Pl como indicador fluorescente rojo. Se muestran también
los controles oscuridad, es decir, las células incubadas con los conjugados sin someterlas a
irradiacion con luz visible. En dichas Figuras se observa un alto porcentaje de muerte celular de
ambas bacterias. Luego 10 min de irradiacion con el conjugado MNPSINH-F4sPh-BOD-Br» se
produjo la muerte de todas las células S. aureus, mientras que se necesité un tiempo mucho mas
prolongado de irradiacion, 120 min, para producir la misma muerte en E. coli. Por su parte,
MNPSINH-F4Ph-BOD-H, s6lo muestra poder citotoxico en S. aureus, luego de 25 min de
irradiacion y se comporta como un excelente marcador fluorescente de dicha bacteria (Figura
70). No se observd marcacion fluorescente en células de E. coli, por parte del conjugado
MNPSINH-F4Ph-BOD-H>
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e)

Figura 66. Imagenes microscopicas de E. coli incubadas por 30 min con MNP-F,Ph-BOD-Br,
(3 uM)y PI1 (1 uM): a) campo claro, b) fluorescencia, antes de irradiar, c) luego de 120 min de
irradiacion (100x), d) imagen campo claro control oscuridad, €) fluorescencia del control
oscuridad (130 min).

Figura 67. Imagenes microscopicas de E. coli incubadas por 30 min con MNP-F4Ph-BOD-H>
(3 uM)y PI1 (1 uM): a) campo claro, b) fluorescencia, antes de irradiar, c) luego de 120 min de
irradiacion (100x).
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Figura 68. Imagenes microscopicas de S. aureus incubadas por 30 min con MNP-F,Ph-BOD-
H, (3 uM)y PI (1 uM): a) campo claro, b) fluorescencia, antes de irradiar, c) luego de 25 min de

irradiacion (100x), e) fluorescencia del control oscuridad (30 min), respecto a la imagen campo
claro d).

Figura 69. Imagenes microscopicas de S. aureus incubadas por 30 min con MNP-F,Ph-BOD-
Br, (3 uM)y PI (1 uM): a) campo claro, b) fluorescencia, antes de irradiar, c) luego de 10 min

de irradiacion (100x), e) fluorescencia del control oscuridad (15 min), respecto a la imagen
campo claro d).
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)

Figura 70. Iméagenes microscopicas de S. aureus incubadas por 30 min con MNP-F4Ph-BOD-
H> : a) campo claro, b) fluorescencia, antes de irradiar

Si bien el valor del ®f para el conjugado MNPSINH-FsPh-BOD-H; es considereblemente
mas bajo que para el FsPh-BOD-H> en solucion, este conjugado sigue siendo un muy buen
fluoroforo. Tal es asi que, la fluorecencia verde del conjugado MNPSINH-F4Ph-BOD-H. puede
observarse a simple vista en una celda irradiada con luz UV, mientras que no ocurre lo mismo
con el BODIPY bromado. A diferencia del conjugado sin bromo, MNPSINH-FsPh-BOD-Br>
mostro una actividad fotodindmica elevada en solucidon. Por otro lado, los resultados obtenidos
invitro en S aureus y E. coli muestran que el conjugado MNPSINH-F4Ph-BOD-Br, se comporta
preferentemente como un PS efectivo para inactivar ambos microorganismos, mientras que
MNPSINH-F4Ph-BOD-H> presenta propiedades como marcador fluorescente de las células
vivas. De esta manera fue posible obtener dos conjugados de BODIPY unidos a NP magnéticas,
de los cuales MNPSINH-F4Ph-BOD-H> puede ser utilizado como fluor6foro marcador de
microorganismos sin producir dafios significativos en las céluas a tiempos cortos de irradiacion.
En contraste, MNPSINH-FsPh-BOD-Br2 puede ser aplicado para la erradicaciéon de bacterias
mediante el efecto citotoxico producido por la accion fotodindmica del BODIPY bromado

inmovilizado en las NP.
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CAPITULO V
1V. CONCLUSIONES

Puntualmente, la sintesis de las NP magnéticas es uno de los factores que influye en el
desarrollo de un proceso adecuado de PDI de microorganismos. Esto es debido a que las NP
deben cumplir un conjunto de condiciones respecto al tamafio y estabilidad para un uso
adecuado en la PDI. Inicialmente, se sintetizaron NP magnéticas de FezOs (MNP) con un
didmetro de aproximadamente 15 nm. Luego, se funcionalizaron con grupos amino, mediante
los cuales se unio la porfirina tetraacida para conformar el conjugado MNPNH-TCPP. Estudios
espectroscopicos mostraron evidencia de la porfirina inmovilizada sobre las NP. Por otro lado,
la descomposicion de sustratos fotooxidables indicaron una produccion eficiente de O2(*Ay).
Ademas, estudios en microorganismos mostraron una PDI relevante. Los resultados indican que
una porfirina inmovilizada sobre NP magnéticas puede ofrecer importantes ventajas con
respecto a PS inmovilizados sobre particulas clasicas, basadas en polimeros, por ejemplo,
debido a la separacion facil y rapida, al aplicar un campo magnético externo. Sin embargo, la
reutilizacion de MNPNH-TCPP en la PDI de los microorganismos puso en evidencia la
inestabilidad de dicho conjugado nanoiman-porfirina. TCPP se desprende de las NP magnéticas,
por lo que la PDI de microorganismos sélo es eficiente cuando se utiliza el conjugado por
primera vez. Esto infiere que MNPNH-TCPP no puede ser reutilizado, lo cual implica que el PS

Se recupere, pero no se recicle.

Debido a que uno de los principales enfoques de este trabajo es el aporte de herramientas
para el desarrollo sustentable de tecnologias adecuadas a la erradicacion de microorganismos,
se procedid con la sintesis de nuevos conjugados. A diferencia de los anteriores, en éstos, el
nicleo magnético se encuentra estabilizado con una delgada capa de silica, pretendiendo aportar
estabilidad al mismo. El conjugado MNPSINH-TCPP fue caracterizado y estudiado de la misma
manera que MNPNH-TCPP, mostrando caracteristicas espectroscopicas y propiedades
fotoquimicas similares a las de MNPNH-TCPP. En cuanto a la PDI de microorganismos, se
observo que la TCPP inmovilizada en las NP estabilizadas es eficiente, de manera similar a la
TCPP inmovilizada en las NP sin silica. Sin embargo, a diferencia de MNPNH-TCPP, el estudio
de reutilizacion de MNPSINH-TCPP mostré que el conjugado puede reciclarse, siendo utilizado
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hasta, al menos, en tres ciclos de PDI. Esto fue posible debido a la estabilizacion del nucleo

Fez04 aportado por la capa de silica.

Luego de optimizar el soporte sobre el cual se inmovilizé la porfirina tetraacida, se procedio
con las sintesis y estudios de porfirinas meso-sustituidas asimétricamente, con grupos amino y
perfluorofenilo en la periferia del macrociclo. El interés se basé principalmente en el disefio de
porfirinas con simetria AsB, con el proposito de generar un eje de polaridad intramolecular y,
por otro lado, aportar caracter anfifilico, a través del grupo altamente lipofilico perfluorofenilo.
Los estudios espectroscépicos indicaron que en solucion de DMF, las porfirinas FsAPP y
F10APP se encuentran disueltas en estado monomérico y que pueden ser detectadas por
fluorescencia una vez incorporadas en el microentorno celular. Ademas, ambos PS presentan
una importante actividad fotodinamica. En FsAPP y F10APP, los grupos amino en la periferia
del macrociclo pueden adquirir cargas positivas a pH fisiolégico. Ademas, los centros cationicos
estan aislados del anillo de la porfirina por un puente alifético, el cual proporciona una mayor
movilidad de la carga. Por lo tanto, FsAPP y F10APP ofrecen una arquitectura molecular
prometedora con aplicaciones potenciales en PDI de células microbianas. Los resultados indican
que FsAPP resulta ser mas eficiente en la disminucion de la viabilidad celular que F1oAPP. Esto
tiene influencia directa con la estructura de FsAPP, lo que le permite interaccionar fuertemente
con las células microbianas. Por otro lado, se estudio el mecanismo de accion en PDI de dichas
porfirinas, arrojando resultados que indican una contribucion de ambos mecanismos en la PDI,

con una mayor preponderancia del Tipo 11, de produccion de O2(*Ag).

El énfasis en el estudio y caracterizacion de AsB y ABAB se debid a la posibilidad de anclar
dicha porfirina a las NP magnéticas, a través del sustituyente perfluorofenilo. Por lo tanto, se
procedid a la sintesis de los conjugados MNPSINH-FsAPP y MNPSINH-FAPP. Los resultados
de PDI con S. aureus muestran que el conjugado MNPSINH-F,TTP afecta a la viabilidad celular
reduciéndola considerablemente la sobrevivencia celular, mientras que MNPSINH-FoAPP fue

menos efectivo en la inactivacién de S. aureus.

A diferencia de los conjugados con la porfirina tetradcida, los cuales contienen enlaces amida,
los conjugados MNPSINH-F4sAPP y MNPSINH-FgAPP contienen mayor cantidad de porfirina
inmovilizada por miligramo de NP. Esto puede deberse a la mayor eficiencia de la reaccién de

sustitucion nucelofilica aromatica que ocurre entre FsAPP y F1oAPP con MNPSINH.. Este
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resultado es destacable desde el punto de vista sustentable, ya que por esta reaccion es posible
inmovilizar mayor cantidad de porfirina por miligramo de NP. Ademas, la reaccion de
sustitucion nucleofilica aromatica resulta “mas limpia” debido a que no utiliza otros reactivos

que puedan dejar desechos.

Si bien la porfirina AsB fue muy efectiva para la PDI de microorganismos, la sintesis y el
proceso de purificacion de la misma permite obtener rendimientos muy bajos para la
conjugacion con las NP magnéticas. Sin embargo, estos estudios motivaron el uso de una
porfirina sustituida por grupos perfluorofenilo para su posterior modificacion in situ sobre las
NP.

A partir de la porfirina F2oTPP y MNPSINH: fue posible sintetizar cuatro conjugados.
Partiendo del compuesto neutro MNPSINH-F1oTPP (C1) y con las correspondientes
modificaciones in situ, se obtuvo otro conjugado neutro, MNPSINH-F1sTPP-N (C3), y los dos
cationicos MNPSIN*-F1sTPP (C2) y MNPSIN*- F1sTPP-N* (C4). Estudios espectroscopicos y
de actividad fotodindmica mostraron leves diferencias entre ellos. Sin embargo, la PDI de
microorganismos fue marcadamente mas eficiente cuando se utiliz6 el conjugado cationico C4.
Este resultado que se corresponde directamente con la estructura de C4, en el cual hay cargas
implicitas en los grupos amino de la periferia de las NP y de los unidos al macrociclo
tetrapirrolico. Por otro lado, la sintesis de estos conjugados presenté como principal ventaja la
versatilidad y eficiencia de la reaccion de sustitucion nucelofilica aromatica, utilizada en dos
pasos de la modificacion in situ, permitiendo funcionalizar la porfirina inmovilizada. Es
importante destacar, ademas, la facilidad con la que se purifican los conjugados obtenidos en
cada paso por decantaciébn magnética. Esto permite mantener practicamente constante la
cantidad de NP en todos los pasos de reaccion, y obtener asi, la misma concentracion de porfirina
por miligramo de NP magnética en todos los conjugados.

Por otro lado, el uso de BODIPYs, con estructuras basadas en la mitad del macrociclo
tetrapirrolico, centraron nuestra atencion debido a un proceso simple de sintesis y purificacion.
Lo atractivo de estas estructuras es que pueden utilizarse como fluoréforos y PS. Por esta razon,
se sintetizaron los conjugados MNPSINH-F4Ph-BOD-H, y MNPSINH-F4sPh-BOD-Br.
Estudios espectroscopicos y de actividad fotodindAmica muestran que el conjugado que contiene
el BODIPY bromado tiene una produccion eficiente de O2(*Ag), mientras que MNPSINH-F4Ph-
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BOD-H> presenta un valor de rendimiento cuantico de fluorescencia suficiente para ser utilizado

como marcador celular. Dichas propiedades se corroboraron mediante estudios de PDI con

bacterias.

Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis muestran que los conjugados nanoimanes-

porfirina (0 BODIPY) ofrecen como ventajas:

>

La posibilidad de modificacion in situ de macromoléculas inmovilizadas en las NP
magnéticas.

La utilizacién de luz visible para la erradicacion de microorganismos.

La inactivacion efectiva de los microbios junto con la posibilidad de optimizar la

estructura nanoiman-porfirina o BODIPY, con el fin de mejorar la interaccion con la
envoltura de células patégenas.

La facilidad con que el conjugado se recupera del medio una vez finalizado el proceso
por medio de un campo magnético externo.

La reutilizacion del conjugado, evitando producir contaminacion del medio tratado.

La posibilidad de localizar el tratamiento, dirigiendo el conjugado al sitio de interés
mediante un iman.

Los conjugados nanoimanes-BODIPY en particular, brindan la posibilidad de marcar las
células patogenas, debido a la capacidad fluorescente, o de inactivarlas mediante la

accion fotodinamica dependiendo del BODIPY inmovilizado.
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