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GLOSARIO  

H2TSPc   Tetrasulfoftalocianina libre 

- (OH)FeTSPc   -hidroxi-tetrasulfoftalocianina de Hierro III 

H2Pc Ftalocianina libre 

TFD   Terapia fotodinámica 

Pcs   Ftalocianinas 

MPc Sulfoftalocianinas metaladas  

EDTA Ácido tetraetilendiaminotetraácetico 

[L]T   Concentración molar de ligando total  

[L]   Concentración molar de ligando libre (sin unirse) 

[P]o   Concentración total de lisozima 

A0   Absorbancia de lisozima a 280 nm 

A   Absorbancia de la lisozima en cada punto de la titulación  

∆A   Cambio de absorbancia (A -Ao)  

FTIR Espectroscopía de infrarrojo por transformada de Fourier  

UV-Vis Espectroscopía de absorción electrónica  

FRET Transferencia de energía por resonancia de fluorescencia 

Ku   Constante de unión, lisozima-ligando 

Φ   Rendimiento cuántico  

pI   Punto isoeléctrico  

[Q]   Concentración molar de desactivante: -(OH)FeTSPc o H2TSPc 

Fo   Emisión de Fluorescencia de lisozima inicial 
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F   Emisión de fluorescencia de lisozima en cada punto de la titulación 

fa    Fluoróforo accesible al desactivante  

KSV   Constante de Stern-Volmer para la asociación lisozima-ligando  

Kq   Constante de apagamiento bimolecular  

 n   Número de sitios de unión en la lisozima  

APBS Adaptative Poisson Bolztman Solver 

ASA Área de superficie accesible al disolvente  

∆ASA Cambio del área de superficie accesible al disolvente  

∆Hu   Cambio de entalpia de unión, para lisozima-ligando  

∆Su   Cambio de entropía de unión, para lisozima-ligando  

∆Gu Cambio de energía libre de Gibbs de unión, para lisozima-ligando  

∆Guc Cambio de energía libre de Gibbs de unión computacional, para la 

asociación lisozima-ligando 

∆Gucoul Cambio de Energía libre de Gibbs electrostática de la unión lisozima-

ligando 

∆Guele   Cambio de Energía libre de Gibbs electrostática de la unión lisozima-

ligando 

∆Guapol  Cambio Energía libre de Gibbs no polar de la unión lisozima-ligando 

∆Gusolv  Cambio de Energía libre de Gibbs de solvatación de la unión lisozima-     

ligando 

γ Tensión superficial  

VMD Visual Molecular Dynamic 
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RESUMEN  

 

Las ftalocianinas son ligantes planos tetradentados, con un sistema aromático de 18 electrones π 

deslocalizados y se sabe que sus complejos metálicos, MPcs, son agentes fotosensibilizadores [1] 

que interaccionan con tejidos, como la piel, por irradiación con luz. Los fotosensibilizadores son 

moléculas que pueden transferir energía desde un estado excitado triplete a moléculas próximas, 

como el Oxígeno molecular, cuando son activados por luz de longitud de onda adecuada [2]. Esta 

transferencia conduce a la formación de Oxígeno singulete (1O2) y otras especies reactivas de 

Oxígeno citotóxico que pueden degradar ó matar células cancerígenas vía apoptosis o necrosis [3]. 

Las ftalocianinas son fotosensibilizadores de segunda generación que absorben intensamente en 

la región roja del espectro visible [4]. Para la acción del fotosensibilizador es importante su 

transporte endógeno por proteínas plasmáticas al sitio diana, por ello las interacciones de 

proteínas con pequeñas moléculas son cruciales, tanto para el diseño de nuevas formulaciones 

farmacéuticas, como para diversos procesos biológicos [5].  

La lisozima ha sido ampliamente estudiada y usada en tratamientos contra el cáncer, y se ha 

demostrado su capacidad de transporte de diversos fármacos [6], cuya efectividad depende de la 

afinidad de unión al fármaco, pero existen pocos reportes de su interacción con ftalocianinas. Por 

ello, en este trabajo, se sintetizaron las tetrasulfoftalocianina libre y su complejo de Hierro (III), 

H2TSPc y µ-(OH)FeTSPc respectivamente, se estudió su interacción con lisozima vía espectroscopía 

de fluorescencia, suponiendo un solo sitio de unión independiente. Se observó que la µ-

(OH)FeTSPc predomina en forma dimérica, mientras que la H2TSPc lo hace como monómero en la 

misma solución reguladora de fosfatos 5 mM pH 7. Para la interacción lisozima-ftalociana se 

propone una estequiometria de unión 1:1. El apagamiento de fluorescencia (o inhibición o 

desactivación), se utilizó para analizar la interacción de ambos ligandos con lisozima, obteniendo 

información del mecanismo de interacción, la fracción de fluoróforo accesible al desactivante, el 

número de sitios de unión y modo de unión mediante los parámetros termodinámicos como ∆Hu, 

∆Su y ∆Gu, además de la determinación de las constantes de unión a diferentes temperaturas. 

Para entender el tipo de interacción entre lisozima-ftalocianina se realizaron estudios in silico de 

acoplamiento molecular, modelando los ligandos como monómero y dímero, para evaluar la 

energía libre de unión, a través de las contribuciones de tipo electrostático polar y no polar.   
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CAPÍTULO 1 

a) Macrocíclos tetrapirrólicos  

 Porfirinas 

Las porfirinas son compuestos macrocíclicos tetrapirrólicos derivados del anillo de porfina figura 

1.1 a, las cuales son moléculas ligantes tetradentadas, que están constituídas por cuatro anillos de 

pirrol unidos mediante puentes metino, formando un macrociclo, en el cual 18 de los 22 

electrones π intervienen en la deslocalización del anillo porfirico. De   acuerdo a la regla de Hückel 

cumple las características para compuestos aromáticos (figura 1.1), lo que les confiere 

importantes propiedades fisicoquímicas [7]. Las porfirinas son también muy estables química y 

térmicamente, aunque en solución suelen ser inestables a la luz [8] La mayoría de las 

características sobresalientes del núcleo porfirico son debido a su carácter aromático, responsable 

de las notables propiedades espectroscópicas y la reactividad química de estas y sus derivados [9]. 

 

 

Figura 1.1 Estructura de: (a) macrocíclos tetrapirrólicos de porfirina libre y  (b) de porfirina 

metalada, incluyendo los parámetros de dimensión principal y la posición de los posibles 

sustituyentes [8] 

Ftalocianinas  

En 1907, Braun y Tcherniac [8] sintetizaron por accidente la primera ftalocianina. En 1927 

Diesbach y Von der Weid [7], se toparon con un complejo de color azul que contenía cobre 

íntimamente ligado y que mostraba una estabilidad térmica notable. En 1928, un compuesto 

insoluble de color azul obscuro se encontró en los recipientes de Hierro que la Scottish Dyes Ltd. 
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de Escocia usaba para la síntesis de ftalamida [8]. En la década de los 30´s, Linstead [10], inició el 

estudio específico de tales compuestos, descubriendo que cuatro unidades de isoindol, entraban 

en la formación de un sistema altamente conjugado. Linstead llamó al compuesto ftalocianina, 

según las raíces griegas nafta (aceite de roca) y cian (azul obscuro) [11]. 

a) b) 

 

Figura. 1.2 Estructura de la ftalocianina libre, a) nomenclatura común, b) nomenclatura IUPAC 

Las ftalocianinas (Pcs) son ligantes aromáticos tetradentados de estructura plana con 18 

electrones π deslocalizados, en el que existen tres tipos de átomos de Nitrógeno; los Nitrógenos 

pirrólicos (N1), Nitrógenos aza centrales (N2) y los Nitrógenos aza puente (N3) (figura 1.2), siendo 

los Nitrógenos centrales y los externos, energéticamente muy diferentes en la ftalocianina libre, 

pero muy similares en la metaloftalocianina [1].  Recientemente, se han propuesto como bloques 

de construcción molecular para su arreglo en materiales moleculares y aparatos nanotecnológicos. 

A la fecha, las PCs han sido exitosamente incorporadas como componentes activos en 

semiconductores y aparatos electrocrómicos, sistemas de almacenamiento de información y 

cristales líquidos, entre otros [12]. 

Las ftalocianinas metálicas son, en general compuestos térmica y químicamente muy estables que 

se descomponen por arriba de los 55O⁰C y resisten el ataque de los ácidos de Bronsted. Como 

demostró B.D. Bezerinlg en 1962 [8], dicha estabilidad aumenta con el radio iónico y la carga del 
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catión que se coordina con los cuatro átomos de Nitrógeno centrales. Otra característica 

importante es su versatilidad; los dos átomos de Hidrógeno de la cavidad central pueden ser 

remplazados por más de 70 metales diferentes y una variedad de sustituyentes pueden ser 

incorporados, tanto en la periferia del macrociclo como en la posición axial. Debido a su 

versatilidad química las PCs se han incorporado en sistemas multicomponentes foto y 

electroactivos [12]. Las ftalocianinas metálicas presentan emisión de fluorescencia, caracterizada 

por una banda estrecha a longitudes de onda entre 670 y 710 nm, cuando son excitadas a una 

longitud de onda adecuada entre 600 y 650 nm. Esta emisión de fluorescencia surge de un estado 

excitado, el cual se origina en el anillo tetrapirrólico [13]. La estructura de las ftalocianinas es 

similar a las de las porfirinas y compuestos naturales de la misma familia, pero su absorción más 

fuerte en el visible (r= 120,000 a 180,000 M-1 cm-1) ocurre alrededor de los 680 nm, que es casi del 

doble de la longitud de onda a la que las porfirinas presentan su absorción principal en la región. 

Esta característica permite proponer a la Pcs como modelos en sustitución de la porfirinas en la 

terapia fotodinámica (TFD). Aunque muchos complejos con ftalocianinas presentan absorción y 

fluorescencia más allá de los 1000 nm. 

Las ftalocianinas metálicas MPcs, son conocidas como fotosenzibilizadores de segunda generación, 

debido a la intensa absorción en la región roja del espectro visible, la localización selectiva en 

tumores y generación eficiente de Oxígeno singulete [14].  

El fármaco llamado Fotosens, es una mezcla de ftalocianinas sulfonadas coordinadas con aluminio 

(III) y es usado en Rusia para el tratamiento de ciertos tipos de cáncer. El rendimiento cuántico y 

largo tiempo de vida del estado triplete cuántico es esencial para una fotosensibilización efectiva, 

lo que puede lograrse incorporando elementos distintos a los metales de transición en el centro 

del anillo de la ftalocianina, por ejemplo; Si, P, Te, etc, [15], y por la modificación de los 

sustituyentes en la periferia. Así mismo, para aplicaciones en la TFD, la solubilidad en agua de las 

ftalocianinas es un requisito importante para considerarles fotosensibilizadores potenciales. Los 

grupos aniónicos o catiónicos intervienen en la solubilidad de MPcs en agua, sin embargo, los 

sustituyentes catiónicos ofrecen más ventajas debido a que estos mejoran la absorción celular y se 

localizan selectivamente en la mitocondria [14]. 
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b) Terapia fotodinámica (TFD) 

Desde mediados del siglo pasado se analizó la posibilidad de usar derivados del grupo hemo de la 

hemoglobina para el tratamiento de diversas afecciones humanas. Así mismo, en las últimas 

décadas del siglo XX e inicios del presente, ha surgido un gran interés en el uso de porfirinas y 

compuestos relacionados, tales como, ftalocianinas y clorinas, para su uso como agentes 

terapéuticos [16], esto debido a su fuerte absorción en el infrarrojo cercano, su baja o nula 

toxicidad, la localización selectiva en tumores, generación eficiente de Oxígeno singulete (1O2) y su 

alta eficiencia fotoquímica [17]. Los fotosensibilizadores son moléculas que pueden transferir su 

energía desde un estado excitado triplete a moléculas circunvecinas de Oxígeno molecular, 

cuando son activados por luz de una longitud de onda específica [2]. Esta transferencia de energía 

coadyuva a la formación de Oxígeno singulete (1O2) y otras especies reactivas de Oxígeno 

citotóxico que permiten la degradación de células cancerígenas mediante apoptosis o necrosis [3] 

Las interacciones de porfirinas o ftalocianinas con proteínas pueden controlar la eficiencia y 

biodistribución en el citoplasma celular. Por lo tanto, la interacción de los fotosensibilazadores con 

proteínas, especialmente, aquellas que fungen como transportadoras a través del torrente 

sanguíneo, son de suma importancia para formular fármacos seguros, y establecer dosis efectivas 

y seguras [16]. Las proteínas transportadoras son las responsables de la liberación del 

fotosensibilizador al tumor cancerígeno. El transporte in vivo de varios derivados de porfirinas con 

moderado y alto grado de hidrofóbicidad son acarreadas por lipoproteínas [18]. La albúmina del 

suero, es la proteína más abundante en el plasma sanguíneo, la cual transporta tanto a los 

fotosenzibilizadores amifílicos como hidrofílicos. El pH del ambiente local puede tener un efecto 

importante en la interacción entre una proteína y el fotosensibilizador [19]. El pH en los tumores 

es más ácido que en el tejido normal. El pH en los tumores malignos tiene un intervalo que varía 

entre 5.8 y 7.6, con un pH promedio de 7.0, el tejido normal tiene un pH de alrededor de 7.5 [20-

21]. 

Lograr el incremento en la selectividad de las porfirinas para unirse a células tumorales es el 

principal problema en la detección y la TFD del tejido tumoral [22]. Esto se puede lograr 

empleando sistemas de liberación selectivos tales; como anticuerpos monoclonales, liposomas, 

emulsiones de aceite, lipoproteínas de baja densidad y albúminas las cuales pueden ser física y 

químicamente combinadas [23]. Existen diversos criterios para que una molécula sea considerada 
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un fotosensibilizador en TFD [24], entre estos se encuentran; la solubilidad en agua, el alto 

rendimiento cuántico (fluorescencia) y un alto coeficiente de absorción molar.  

c) Lisozima  

Históricamente la lisozima es una de las proteínas más estudiadas en bioquímica.  La lisozima se 

encuentras en diversos fluidos biológicos y tejidos, incluyendo huevos de ave, en secreciones 

como lágrimas, saliva, y secreciones cervicales.  Esta se clasifica en seis tipos: lisozima de pollo tipo 

C, la cual incluye la lisozima de estómago y la lisozima de unión a calcio, la lisozima de ganso tipo 

G, lisozima de plantas, lisozima bacteriana, y lisozima de invertebrados [25]. 

En 1963 Robert Canfield [26] determinó la estructura primaria de la lisozima (figura 1.3). Un par de 

años después la estructura tridimensional de la enzima obtenida del huevo de gallina, fue 

elucidada por Blake et al., [27], a partir de mapas de densidad electrónica creada por patrones de 

difracción de rayos X del cristal. Así mismo, se encontró que la estructura tridimensional de la 

lisozima de humano y de huevo de gallina son muy similares. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura. 1.3 Estructura primaria de la lisozima, en la figura también se observan los 4 puentes 

disulfuro  
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La lisozima se conforma de una sola cadena de 129 aminoácidos, entrecruzada por cuatro puentes 

disulfuro [28] y formando dos dominios o lóbulos: el dominio α con los residuos (1- 40 y 90-129) y 

el dominio β (41-89) (figura 1.4), unidos por una larga α-hélice donde se encuentra el sitio activo 

(en este sitio se encuentran dos aminoácidos que son necesarios para que ocurra la catálisis que 

son (Glu 35 y Asp 52). La región alfa se compone de cinco segmentos helicoidales que son las 

hélices; A (4-15), hélice B (24-36), hélice C (88-99), hélice D (108-115) y hélice 310 (120-125) [29]. La 

región beta laminar con tres cadenas: lámina-β (41- 60), hélice central 310 (79-84) y un largo bucle 

(61-78). En la región alfa se encuentran dos puentes disulfuro (Cys 6-Cys 127 y Cys 30–Cys 115), en 

el dominio beta posee otro (Cys 64-Cys 80) y el cuarto puente (Cys 76-Cys 94) se encuentra entre 

los dos dominios (figura 1.4) [30]. Estos cuatro puentes disulfuro confieren a la lisozima una 

elevada estabilidad térmica. Además, dos características interesantes en la estructura de la 

lisozima, son la ausencia de grupos sulfhidrílo y el alto contenido de arginina [31].  

Figura 1.4. Modelo de barras y listones de la estructura tridimensional de la lisozima, en donde se 

observan los diferentes dominios α (purpura) y β (verde) y la posición de los cuatro puentes 

disulfuro presentes en la enzima, ver texto para detalles [14]. 
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La lisozima cataliza la hidrólisis de enlaces β-(1,4) glicosídicos entre n-acetilglucosamina y ácido 

murámico (figura 1.5) de la capa de peptodoglicanos en la pared celular bacteriana [27]. La 

actividad de la lisozima es muy dependiente del pH y la fuerza iónica. La enzima es muy activa en 

un amplio intervalo de pH (6.0-9.0). Se sabe que a pH 6.2 y en un intervalo de fuerza iónica de 

(0.02–0.100 M), presenta máxima actividad [32]. Es bien conocida la actividad antibacterial de la 

enzima y se han reportado gran cantidad de investigaciones sobre la susceptibilidad de los 

microorganismos a la acción de la enzima para lisar las paredes celulares. La actividad 

antimicrobiana de la lisozima se presenta especialmente en bacterias Gram positivas como; 

Estafilococcus aureus, Micrococus luteus, Bacillus stearothermophilus, Clostridium tyrobutyricum 

[33] y con mucho menor eficacia en bacterias Gram negativas, en las que la característica de 

poseer membrana externa previene la difusión de la proteína hacia su sitio diana. 

 

Figura 1.5. Mecanismo propuesto para la actividad enzimática de la lisozima. La unión del sustrato 

a lisozima (1), resulta en la distorsión del anillo D de NAM a una conformación menos estable de 

silla (2), debido a factores estéricos.  El grupo carboxilo protonado de Glu 35, cede el electrón para la 
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glicosidar el átomo de Oxígeno, para formar el ión oxonio (3), el cual genera el anillo E (4), un buen 

grupo saliente. El carbocatión formado C1 y el átomo de Oxígeno del anillo (3), es estabilizado por el 

ion carboxílato de Asp 52, el cual está localizado a una distancia de 3 Amstrogs en un ambiente 

polar, hasta que adquiere un grupo hidroxilo (5), proveniente de una molécula de agua, para generar 

(6). El ion carboxílato adquiere un protón del medio. Abreviaturas: ácido N-acetilmuramico NAM; 

N- 

Acetilglucosamina NAG [27] 

El espectro de la actividad antimicrobiana de la lisozima puede mejorarse al usar agentes 

quelantes que penetren la membrana celular de bacterias Gram negativas, por ejemplo, EDTA, 

también se ha observado este incremento de la actividad al reducir parcialmente sus puentes 

disulfuro. Se ha visto que la conjunción de lisozima con dextran, también incrementa su actividad 

contra bacterias Gram positivas. Debido a que la lisozima es una enzima pequeña y estable se ha 

usado como un modelo de investigación sobre la estructura y función de las proteínas. Entre los 

diversos estudios se encuentran un gran número de reportes que describen la unión de lisozima a 

lípidos [34], también se han reportado estudios sobre la acción antiviral contra ciertos virus, como 

un potencial antibiótico, en estudios de actividad antiinflamatoria y como antihistamínico, en 

activación directa de células inmunes y acción antitumoral, y como un modelo importante para el 

entendimiento en el replegamiento de proteínas. En la tabla 1, se presenta un resumen de 

características en la composición y propiedades fisicoquímicas de la lisozima.   

Aminoácido Número Residuos  Aminoácido Número de Residuos  

Alanina 12 Isoleucina 6 

Ácido aspártico 7 Leucina 8 

Ácido glutámico 2 Lisina 6 

Arginina 11 Metionina 2 

Asparagina 14 Prolina 2 

Cisteína 8 Serina 10 

Fenilalanina 3 Tirosina 3 

Glicina 12 Triptófano 6 

Glutamina 3 Valina 5 

Histidina 1   

Masa molecular           14307 Da 

Tabla 1. Composición y propiedades fisicoquímicas de la lisozima de huevo de gallina 
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d) Generalidades de la Interacción proteína-ligando  

Como se ha mencionado, las interacciones de proteínas con pequeñas moléculas son de 

importancia central tanto para el diseño de nuevos compuestos farmacéuticos como en una 

amplia variedad de procesos biológicos [5]. Por ejemplo, las enzimas las cuales se unen a un 

sustrato y moléculas efectoras; proteínas transportadoras, tales como, hemoglobina o proteínas 

de almacenamiento como mioglobina, ambas se unen al Oxígeno. Así mismo, muchas proteínas 

que actúan como reguladores lo hacen uniéndose a iones hidronio. De hecho, la mayoría de las 

funciones biológicas involucran la interacción de pequeñas moléculas, que fungen como 

metabolitos, reguladores y sitios de señalamiento para llevar a cabo una diversidad de procesos 

celulares.  Uno de los aspectos clave de tales interacciones es la relación entre estructura 

molecular y la termodinámica de la unión [35-36].  

 La termodinámica química nos permite predecir la dirección espontánea de una reacción química, 

y determinar las fuerzas involucradas que gobiernan dicha interacción. Generalmente, las 

moléculas pequeñas se unen a macromoléculas a través de cuatro modos de unión: enlaces 

puente de Hidrógeno, fuerzas de van der Waals, interacciones electrostáticas e hidrofóbicas [37].   

La afinidad entre especies  es cuantificada a través de la constante de unión Ku [38], la cual refleja 

los efectos de las interacciones no covalentes entre proteína-ligando  y  puede describirse 

mediante la siguiente ecuación 𝑃 + 𝐿 ⇌ 𝑃𝐿 

        Ku =
[PL]

[P][L]
                      [1.1] 

 

Donde [P] es la concentración molar de proteína en el equilibrio, [L] la concentración molar de 

ligando equilibrio, [PL] es la concentración molar del complejo en el equilibrio y Ku la constante de 

unión a la temperatura T.  La afinidad también puede ser cuantificada a través de la energía libre 

de unión, ∆Gu, la cual está relacionada con la constante de unión a través de la relación   

∆Gu = −RTIn Ku = ∆Hu − T∆Su                  [1.2] 

 

Donde ∆Gu es la energía libre de Gibbs de unión, R la constante universal de los gases, T es la 

temperatura absoluta, ∆Hu es el cambio de entalpia de unión y ∆Su es el cambio de entropía de 

unión. Una energía libre de unión negativa indica una interacción favorable entre el ligando y la 

proteína, sin embargo, depende de dos condiciones ambientales tales como la temperatura y el 
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pH.  ΔG es la suma de dos términos diferentes, uno entálpico ∆Hu y uno entrópico ∆Su, los cuales 

dan información sobre la naturaleza de las interacciones involucradas, y por lo tanto, para lograr 

una alta afinidad es necesario que ambos términos contribuyan de manera favorable a la 

energética de unión [38-39]. La entalpia está relacionada a la naturaleza de las interacciones no 

covalentes; como Interacciones de van der Waals, interacciones de origen electrostático y puentes 

de Hidrógeno, la entropía de unión es dependiente en primera instancia del efecto hidrofóbico e 

inherente a interacciones segregativas, por ejemplo, cambios en la configuración y la solvatación 

de grupos hidrófilicos/lipófilIcos hacia la formación de complejos [5]. Estas interacciones 

contribuyen de manera diferente al ΔH y ΔS es decir, poseen diferentes “firmas termodinámicas” 

[38-39].  

Ross et al. [40] han resumido la naturaleza de las fuerzas en un proceso de interacción: 

1.- ΔH > 0, ΔS > 0, corresponde a un efecto hidrofóbico; 

2.- ΔH < 0, ΔS < 0, corresponde a contactos de van der Waals, formación de puentes de Hidrógeno 

3.- ΔH < 0, ΔS > 0, corresponde a interacciones iónicas/electrostáticas  

Para confirmar cual es la naturaleza de las interacciones o fuerzas que actúan, se determinan los 

valores del cambio de entalpia ΔH y el cambio de entropía ΔS de reacción. El ΔH puede ser 

determinada de dos maneras; directamente usando calorimetría de titulación isotérmica o 

indirectamente midiendo la dependencia de la temperatura sobre la constante de unión [41] 

trabajando dentro de un intervalo de temperaturas en el que no se degraden las proteínas, 

mediante la ecuación de van’t Hoff.  

                    InKu = −
∆Hu

RT
+

∆Su

R
         [1.3] 

 

En donde Ku es la constante de unión a la temperatura T, y R es la constante universal de los gases. 

Los valores de ΔHu y ΔSu se calculan a partir de la pendiente y la ordenada al origen de la 

representación gráfica del ln Ku frente a 1/T, respectivamente, con lo que podemos obtener el 

ΔGu, por medio de la ecuación. [1.2]  

En cierto sentido la mayoría de las determinaciones experimentales de las constantes de unión 

son mediciones indirectas, en las cuales no podemos observar que macromolécula tiene un 

ligando unido a cierto sitio de unión.  Lo que medimos es la fracción de todas las moléculas de 

ligando en el sistema que están unidas o la fracción de sitios de unión que están ocupados [42]. 
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Las técnicas fisicoquímicas se emplean frecuentemente en estudios de interacción, que involucran 

la detección de un cambio físico, ya sea en el ligando, la macromolécula o el complejo formado. En 

la tabla 2 se mencionan algunos de los métodos más comunes, para determinar las constantes de 

unión. 

Tabla 2. Sensibilidad y tipo de medición de los métodos más comunes para determinar constantes de 

unión 

e) Generalidades y aplicación particular de la espectroscopía de fluorescencia  

La mayoría de sustancias que absorben radiación ultravioleta o visible pierden su exceso de 

energía en forma de calor mediante choques con otros átomos o moléculas (figura 1.6) [43]. 

Existen un número importante de sustancias que sólo pierden en forma de calor una parte de su 

exceso de energía y emiten el resto en forma de radiación electromagnética de longitud de onda 

(λ) más larga que la absorbida. Por lo regular, para un átomo o molécula la vida del estado 

excitado por la absorción de radiación es breve ya que hay muchos procesos posibles de relajación 

que permiten su regreso al estado fundamental, entre los que se encuentran la relajación no 

radiante y la relajación por fluorescencia y por fosforescencia [44].  

Método Sensibilidad típica 
mol L-1 

Tipo 

Osmometría 1x10-4- 1x10-5 Directo 

Equilibrio de diálisis 1x10-6 - 1x10-7 Semi-directo 

FTIR 1x10-4 - 1x10-5 Usualmente indirecto 

UV-Vis 1x10-7 - 1x10-8 Usualmente indirecto 

Fluorescencia 1x10-8 - 1x10-9 Directo 

FRET (transferencia de energía por resonancia 

de fluorescencia) 

 

1x10-10 - 1x10-11 Directo 
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Figura 1.6. Posibles vías de pérdida del estado excitado de una molécula [43] 

La fluorescencia y la fosforescencia son procesos de emisión importantes desde el punto de vista 

analítico. La emisión de radiación se presenta cuando la especie excitada con luz ultravioleta o 

visible, regresa a su estado fundamental. La fluorescencia ocurre con más rapidez que la 

fosforescencia y se completa después de 10-5 s a partir del tiempo de excitación [45]. 

La absorción y la emisión de luz es ilustrado por el diagrama de niveles de energía propuesto por 

A. Jablonski [46] (figura 1.7). En donde se tiene un estado basal, un segundo y tercer estado 

electrónico que se denotan como S0 y S1 y S2 respectivamente, a cada uno de esos niveles de 

energía electrónicos, están asociados numerosos niveles de energía vibracionales que se muestran 

como 0, 1 y como 0, 1 y 2, siendo que las transiciones entre niveles de energía electrónica son 

verticales.  Esta representación es usada para ilustrar la naturaleza instantánea de absorción de 

luz.   La absorción de la radiación coloca a las moléculas en cualquiera de los diversos niveles 

vibracional asociados con los dos niveles electrónicos excitados. La vida de estos estados excitados 

vibracionales solo son del orden de 10-15 s, que es mucho menor que la vida de los estados 

electrónicos excitados (10-8 s) [46].  
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Figura 1.7. Diagrama de A. Jablonski [44] 

Por tanto, la relajación vibracional se presenta en promedio antes que la relajación electrónica. 

Entonces, la energía de la radiación emitida es menor que la de la absorbida por una cantidad igual 

a la energía vibracional de excitación. Seguido a la absorción de luz varios procesos pueden 

ocurrir, una especie fluorescente es usualmente excitada a algún nivel vibracional tanto, de S1 y S2. 

Con pocas excepciones, las moléculas en fase condensada rápidamente se relajan y pasan al nivel 

vibracional de más baja energía S1, proceso llamado conversión interna, que generalmente 

requiere 10-12 s y generalmente se completa priori a la emisión [44]. 

Para la absorción, la transición electrónica de un nivel de energía electrónica a uno más bajo 

también resulta en un estado vibracional excitado. Este estado también alcanza el equilibrio 

térmico en alrededor de 10-12 s. Una consecuencia interesante de esas consideraciones es que el 

espectro de absorción de la molécula refleja los niveles vibracionales del estado excitado 

electrónicamente, y el espectro de emisión refleja los niveles vibracionales del estado electrónico 

basal. Por lo general, la excitación electrónica no altera significativamente el espaciamiento de los 

niveles de energía vibracional y como resultado, la estructura vibracional en los espectros de 

absorción y emisión son similares [45].       

2 

1 

0 
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vibracionales  
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En bioquímica, la técnica de fluorescencia puede proporcionar información cualitativa sobre la 

desnaturalización de proteínas, e información precisa y sensitiva sobre las interacciones proteína-

ligando. En el último caso la unión de pequeñas moléculas a proteínas, pueden ser determinados 

tanto, por cambios en el rendimiento cuántico, como por la polarización de fluorescencia [47]. La 

fluorescencia intrínseca de las proteínas, se asocia principalmente a los aminoácidos aromáticos, 

triptófano (Trp), tirosina (Tyr) fenilalanina (Phe) [48]. Los grupos indol del triptófano son los 

grupos principales de la absorción y emisión en proteínas. La tirosina tiene un rendimiento 

cuántico similar al triptófano, pero su espectro de emisión es mucho más estrecho y se distribuye 

en un intervalo de longitudes de onda, esto da la impresión de un alto rendimiento cuántico de la 

tirosina. En proteínas nativas la emisión de tirosina casi siempre se ve apagada, los cual se puede 

deber a su interacción con la cadena peptídica o la trasferencia de energía al triptófano [48]. 

Las medidas de intensidad de fluorescencia también proporcionan información sobre el ambiente 

molecular en la vecindad de moléculas del cromóforo. Los cambios en el espectro de emisión del 

Trp, ocurre en respuesta a; transiciones conformacionales, asociación de subunidades, unión al 

sustrato y desnaturalización. La absorción de proteínas a 280 nm se debe tanto a residuos de 

tirosina [48], así como de triptófano, mientras que la absorción a longitudes más altas de 295 nm, 

se debe principalmente al triptófano. Así uno puede excitar selectivamente en el intervalo 295-305 

nm, para observar solo la emisión del triptófano. 

Una de las técnicas espectroscópicas más empleadas para el seguimiento de la interacción de 

proteínas con ligandos, es el apagamiento de la fluorescencia. El apagamiento de la fluorescencia 

se refiere a cualquier proceso que disminuye o anula la emisión fluorescencia de una sustancia. 

Una variedad de interacciones moleculares puede conducir al apagamiento; tales como reacciones 

en el estado excitado, rearreglos moleculares, transferencia de energía, formación de complejos 

en el estado basal y apagamiento colisional [47]. El apagamiento de fluorescencia ha sido 

estudiado ampliamente tanto como un fenómeno natural, así como, una fuente de información 

para sistemas biológicos. Las aplicaciones en bioquímica se relacionan con las interacciones 

moleculares que resultan en el fenómeno de apagamiento.  

El fenómeno de apagamiento puede dividirse en dos grupos: 1) apagamiento colisional o 

dinámico, que se presenta cuando la desactivación es resultado de los choques entre moléculas 

(molécula fluorescente y desactivante), y 2) apagamiento estático, cuando es el resultado de 

formación de complejos [49]. Tanto el apagamiento estático como el dinámico requieren que haya 
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contacto molecular entre el fluoróforo (residuos que confieren fluorescencia a la proteína dada) y 

el desactivante (en este caso el ligando). En el caso del apagamiento colisional, el fluoróforo debe 

interaccionar con el desactivante, durante el tiempo de vida del estado excitado y con el contacto, 

el fluoróforo regresa al estado basal, sin la emisión de fotones.  En general, el apagamiento se 

presenta sin un cambio permanente en la molécula, es decir, sin que ocurra una reacción 

fotoquímica. En el caso del apagamiento estático, es posible la formación de un complejo no 

fluorescente entre el fluoróforo y el desactivante [50]. 

El apagamiento usualmente se describe a través de la constante de apagamiento bimolecular, 

mediante la representación gráfica del modelo de Stern-Volmer [51], 

𝐹0

𝐹
= 1 + 𝐾𝑆𝑉[𝐿]                𝑐𝑜𝑛              𝐾𝑆𝑉 = 𝐾𝑞𝜏0 

Donde F0 y F, son la emisión de fluorescencia de la proteína en ausencia y presencia del 

desactivante respectivamente y [L] es la concentración del ligando libre (desactivante; se plantea 

desde un inicio que la concentración de ligando es mucho mayor que el de la proteína y se asume 

que en cada punto de la titulación la concentración de ligando total es igual a la concentración de 

ligando libre. De la pendiente de la   gráfica de (F0/F) en función de [L], se obtiene la constante de 

Stern-Volmer, KSV, que indica la sensibilidad de la fluorescencia o del fluoróforo a la presencia del 

desactivante. Si el fluoróforo se encuentra protegido en la molécula será parcial o totalmente 

inaccesible para el desactivante y como consecuencia, normalmente, el valor de Ksv será bajo. Por 

el contrario, los valores de esta constante son altos cuando el fluoróforo se encuentra libre en la 

disolución o si está situado en la superficie de la molécula [52]. Si se conoce el tiempo de vida τ0 

media del estado excitado del fluoróforo, es posible evaluar la constante de apagamiento 

bimolecular, Kq, la cual refleja la eficiencia del desactivante o la accesibilidad del fluoróforo al 

desactivante.  Como se sabe el apagamiento controlado por difusión típicamente resulta en 

valores de Kq cercanas a 1x-10 M-1 s-1, En el caso del apagamiento estático la dependencia de (F0/F) 

vs [L] también es lineal, la cual resulta similar a lo observado para el apagamiento dinámico, 

excepto que la constante de apagamiento KSV, es ahora una constante de asociación Ks y 

equivalente a una constante de unión Ku.   

La región lineal de la gráfica de Stern-Volmer generalmente indica solo una clase de fluoróforo ver 

figura 1.8a, es decir, que son igualmente accesibles para el desactivante. Si existen dos 

poblaciones de fluoróforos, y una clase no es accesible al desactivante, entonces la gráfica de 

  [1.4] 
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[L] M 
[L] M 

F 0
* /F
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F 0
* /F

* 
Stern-Volmer se desvía de la linealidad hacia el eje de las abcisas. Esta característica se encuentra 

frecuentemente en el apagamiento de fluorescencia del triptófano en proteínas por desactivantes 

polares o cargados. Estas moléculas no penetran fácilmente el interior de la proteína, y solo la 

fluorescencia de los residuos de triptófano sobre la superficie de la proteína son apagados [47]. 

a) b)  

Figura 1.8. Gráfico de Stern-Volmer. a) Existencia de solo tipo de mecanismo de apagamiento, b) 

combinación de apagamiento estático y dinámico 

En muchos casos el fluoróforo puede ser desactivado tanto por apagamiento dinámico como 

apagamiento estático, lo que resulta en la desviación del gráfico de Stern-Volmer hacia el eje de 

las ordenadas, ver figura 1.8b.  El apagamiento estático y dinámico se puede distinguir por la 

diferente dependencia respecto a la temperatura, viscosidad o especialmente analizando los 

tiempos de vida media que presentan [47]. Las altas temperaturas resultan en una rápida difusión, 

y, por lo tanto, una mayor ocurrencia del apagamiento dinámico, así mismo, altas temperaturas 

también resultan en la disociación de complejos débilmente unidos. El decremento en el tiempo 

de vida ocurre debido a que el apagamiento está en un proceso de velocidad adicional que 

disminuye la población del estado excitado y, por lo tanto, la ocurrencia del apagamiento estático 

es pequeña.  A menos que no haya información adicional sobre los datos de apagamiento de 

fluorescencia, algunas veces la magnitud de Ks puede ser usado para demostrar que el 

apagamiento dinámico no es responsable de la disminución de la intensidad [53].  

 Las mediciones de apagamiento de fluorescencia pueden revelar también, la accesibilidad del 

fluoróforo (grupos fluorescentes en la proteína) al desactivante (ligando), también si la proteína o 

membrana es impermeable al desactivante o si el fluoróforo está localizado en el interior de la 
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proteína. Las proteínas usualmente poseen varios residuos de triptófano que se encuentran en 

distintos ambientes en la proteína y cada residuo puede presentar distinta accesibilidad al 

desactivador. Por lo tanto, uno puede esperar gráficos complejos de Stern-Volmer, e incluso 

cambios especiales debido al apagamiento selectivo de los triptófanos expuestos en la superficie y 

los residuos en el interior de la proteína. La determinación de la fracción accesible 

al fluoróforo se obtiene a partir de la siguiente  ecuación  

F0

∆F
=

1

𝑓𝑎Kq
 

1

[L]
 +

1

𝑓𝑎
 

Donde F0 y F, son la emisión de fluorescencia de la proteína en ausencia y presencia del 

desactivante respectivamente, F= F0 − F  es la diferencia en la intensidad de fluorescencia debido 

a la concentración del desactivante, fa, es la fracción del fluoróforo que es accesible al 

desactivante y Kq es la constante de apagamiento efectivo para el fluoróforo accesible.  La 

dependencia de 
F0

∆F
  en función de 1/ [L] (concentración ligando) es lineal, obteniéndose 1/ fa a 

partir de la  ordenada al origen y 
1

𝑓𝑎Kq
  a partir de la pendiente. 

El valor de la constante de unión KU y el número de sitios de unión n, se pueden determinar en 

caso de que el apagamiento sea de tipo estático, a partir de la ecuación modificada de Stern-

Volmer [54] 

log [
F0 − F

F
] = logKu + nlog[L] 

Donde F0 y F, son la emisión de fluorescencia de la proteína en ausencia y presencia del 

desactivante respectivamente. La gráfica de log [
F0−F

F
] en función de log [L], permite determinar 

los valores de n a partir de la pendiente y de Ku de la ordenada al origen ecuación 1.6.  

f) Acoplamiento molecular 

El reconocimiento molecular entre receptores, por ejemplo, proteínas, y ligandos a través de 

asociaciones no covalentes tiene un papel fundamental virtualmente en todos los procesos 

biológicos [55].  Desde hace dos décadas, varios estudios han abordado el problema de relacionar 

los parámetros termodinámicos de unión con las características moleculares involucradas en la 

formación del complejo y con la naturaleza del complejo mismo [56-57]. El uso de la simulación 

biomolecular se ha incrementado y ha ganado relevancia como un método muy importante para 

entender la estructura, dinámica y funciones moleculares [57].  

[1.5] 

[1.6] 
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El acoplamiento molecular, es un procedimiento computacional, que intenta predecir las 

interacciones no covalentes, de macromoléculas o más frecuentemente de proteínas (receptores) 

y pequeñas moléculas (ligandos), partiendo de sus estructuras libres. El objetivo es predecir la 

conformación y afinidad de dicha unión [58]. El acoplamiento molecular ha ganado terreno en los 

últimos años, como una herramienta importante en el desarrollo y diseño de nuevos fármacos. En 

este rubro el acoplamiento molecular se emplea en tres principales escenarios: en la predicción 

del modo de unión proteína-ligando, búsqueda in silico (escaneo virtual) y evaluación de la 

afinidad de unión [59-61].  Así pues, esta técnica puede facilitar e incluso evitar, las etapas 

tempranas en el desarrollo de fármacos a través de una búsqueda sistemática de los ligandos, para 

encontrar la forma y compatibilidad energética con un receptor (proteína), previo a la evaluación 

experimental [62].   

Los programas que realizan el acoplamiento generalmente usan funciones de simulación o tanteo, 

la cuales pueden ser vistas como un intento para aproximar los potenciales químicos estándar del 

sistema [59]. Estas funciones están basadas en métodos de mecánica molecular que, a diferencia 

de los métodos cuánticos, se basa en un modelo mecano clásico de la estructura molecular. En 

este modelo, las moléculas son tratadas como un conjunto de átomos en el espacio, unidos entre 

sí mediante enlaces, gobernadas por un conjunto de potenciales mecano-clásicos. Como 

consecuencia directa del modelo anterior, la energía total de una molécula se obtiene como la 

suma de una serie de contribuciones o términos perfectamente definidos que dependen de las 

coordenadas espaciales de los núcleos.  Los términos que componen la función energía pueden ser 

agrupados en [63-64]: 

 Términos de valencia: asociados a movimientos de tensión, flexión, torsión y flexión fuera 

del plano; son términos que dependen de los enlaces covalentes 

 Términos de no valencia: que reflejan las interacciones a larga distancia entre átomos no 

enlazados. Engloban las interacciones de van der Waals y las interacciones electrostáticas.  

 Términos cruzados: que aparecen al considerar que los enlaces, ángulos de enlace y 

diedros en una molécula, no están aislados, sino que pueden estar influenciados por los 

átomos y grupos químicos vecinos. 

Existen tres importantes aplicaciones de las funciones de simulación en base al acoplamiento 

molecular. La primera de estas es la determinación del modo y sitio de unión del ligando en una 
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proteína, de acuerdo a la estructura de la proteína, el acoplamiento molecular genera cientos o 

miles de posibles confórmeros, con distinta orientación/conformación alrededor del posible sitio 

de unión de la proteína. La segunda aplicación, la cual se relaciona a la primera, es predecir la 

afinad absoluta entre la proteína y el ligando, la cual es particularmente importante para llevar a 

cabo la optimización [64-65]. La optimización se refiere al proceso de mejorar la afinidad de unión 

mejorando la afinidad computacional a través de modificaciones en la estructura de compuestos 

(ligandos) que ya han sido identificados. Durante este proceso una función de simulación precisa, 

puede incrementar de manera importante la eficiencia de la optimización y ahorrar costos, 

prediciendo in silico la afinidad de unión, entre la proteína y el ligando modificado antes de 

realizar estudios mucho más caros en la síntesis del ligando y las siguientes pruebas 

experimentales. La tercera aplicación, quizá la más importante, es el diseño de fármacos basados 

en la estructura, lo cual significa identificar fármacos potenciales o dirigidos para una proteína 

blanco [61].  

Entre los distintos tipos de interacciones moleculares, las fuerzas electrostáticas son de 

importancia central debido a su largo alcance (figura 1.9) y la relevancia que posee la carga de los 

aminoácidos, además del papel importante que juegan dichas interacciones en la estructura, 

propiedades y funcionalidad de las macromoléculas [66]. El comportamiento exacto de las 

interacciones electrostáticas en una simulación está determinado por cuatro factores: la 

distribución de carga molecular, el radio atómico del soluto, las especies iónicas móviles y el 

disolvente [67]. La mayoría de los modelos electrostáticos aplicados en las simulaciones 

bimoleculares adopta una representación completa de los átomos de la macromolécula en 

cuestión. Estos modelos pueden dividirse en dos categorías: la primera incluye a todos los 

modelos que tratan al disolvente como explícito y realizan una modificación a la ley de Coulomb 

para calcular la energía electrostática, la segunda categoría trata al disolvente como implícito, 

reduciendo las interacciones con el soluto [68-69]. 
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Figura 1.9. Distancias en nm de las diferentes interacciones intermoleculares que se presentan en la 

asociación proteína-ligando 

Puesto que la mayoría de los procesos biológicos son regulados por proteínas, la caracterización 

termodinámica de la unión de proteínas y ligandos, es muy importante para el desarrollo de 

metodologías que nos permitan mejorar la afinidad de un ligando modificando su estructura 

química hacia una proteína blanco. Además de que este proceso es un paso relevante en las 

primeras etapas del desarrollo de nuevos compuestos farmacéuticos.  

Por todo lo anterior, suponemos que debe ocurrir la interacción entre la lisozima, una enzima de 

estructura bien conocida, y la ftalocianina, un macrociclo tetrapirrólico de notables características 

fisicoquímicas y espectroscópicas. Para conocer la naturaleza de dicha interacción se realizarán 

estudios experimentales e in silico, obteniendo la factibilidad, sitio y naturaleza del acoplamiento. 

Todo ello con el fin de contribuir con una metodología de identificación de sistemas proteína-

ligando, que permitan el desarrollo de nuevas estrategias que faciliten el transporte de 

fotosensibiliadores a bacterias o tumores para servir como medios de contraste o en terapia 

fotodinámica.  
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Objetivo general  

 Estudio de la interacción lisozima- ftalocianina 

 

Objetivos particulares  

 

 Síntesis de la especie tetrasulfoftalocianina libre, H2TSPc 

 

 

 Síntesis de la especie tetrasulfoftalocianina de Hierro (III), µ-(OH)FeTSPc 

 

 

 

 Caracterización espectroscópica de las ftalocianinas libre y metálica, por ultravioleta-

visible, infrarrojo y fluorescencia 

 

 Determinación de los parámetros termodinámicos de unión: Ku Hu , Su , ∆Gu para el 

complejo lisozima-fatalocianinas, por espectroscopía de  fluorescencia. 

 

 Determinación del posible sitio de unión entre lisozima - µ-(OH) FeTSPc  y lisozima- 

H2TSPc, por medio del cálculo de ∆Guc 
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CAPÍTULO 2 

Metodología  

Enfoque experimental.  

a) Síntesis de -hidroxi-tetrasulfoftalocianina de Hierro (III), -(OH)FeTSPc, 

y tetrasulfoftalocianina libre, H2TSPc 

La síntesis tanto de -(OH)FeTSPc, como de H2TSPc, se llevó a cabo por el método reportado por 

García Sánchez [8]. Para obtener la μ-hidroxi-tetrasulfoftalocianina de Hierro (III), -(OH)FeTSPc, 

se mezclaron 21.6 g ácido sulfoftálico, 4.7 g de NH4Cl, 48 g de urea, 0.68 g de MoO4, 5.8 g de FeCl3 

y 40 mL   de nitrobenceno. Se puso a reflujo por 12 h a una temperatura de 120°C. Posteriormente 

se extrae con metanol y se filtra, el proceso de extracción se repitió hasta que el olor de 

nitrobenceno no fuese perceptible. El sólido resultante se disuelve en una solución 1 M de HCl, se 

calienta a una temperatura menor a 80°C por tres horas, se deja precipitar toda la noche y se filtra. 

Se obtuvo un sólido de color verde obscuro el cual contiene una gran cantidad de nitrato de 

amonio y cristales de urea, para eliminarlos, el sólido se re-disuelve en solución 0.2 M de NaOH y 

se calienta a una temperatura menor de 80°C, por menos de una hora (a mayor temperatura el 

NaOH degrada a las ftalocianinas), se deja que la ftalocianina precipite y se filtra. Después se 

procedió a lavar en Soxhlet con metanol y finalmente se sublima en dedo frío para eliminar la urea 

restante. Se realizó una última purificación en cromatografía en columna, usando metanol como 

eluyente. El esquema de reacción de la ftalocianina sintetizada se muestra en la figura 2.1. La 

síntesis y purificación de la especie libre H2TSPc, se llevó a cabo utilizando el mismo 

procedimiento, a excepción de la adición de la sal de Hierro FeCl3 para la formación de la especie 

libre.   
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En la figura 2.2 se muestran las estructuras de las especies sintetizadas 
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Figura 2.2. Estructura de las especies sintetizadas. A) -(OH)FeTSPc y B) H2TSPc 

b) Lisozima  

La lisozima de huevo de gallina se obtuvo de sigma aldrich, no se realizó ningún tratamiento antes 

de cada estudio. Todas las soluciones de lisozima se prepararon en amortiguador (Previamente 

filtrado) de fosfatos (fosfato monobásico de Potasio y fosfato dibásico de Potasio) 5mM, pH7. 

Antes de cada uso, las soluciones de lisozima se pusieron en un vortex durante 10 segundos y 

posteriormente se filtraron.   

c) Caracterización de -hidroxi-tetrasulfoftalocianina de Hierro (III), -

(OH)FeTSPc, y tetrasulfoftalocianina libre, H2TSPc. 

La caracterización de las especies sintetizadas se llevó a cabo por espectroscopía UV-Vis en un 

espectrofotómetro Cary Varian modelo 500E en un intervalo de los 200 a 800 nm, los espectros de 
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fluorescencia se realizaron en un espectrofluorómetro K2 de ISS equipado con un baño para el 

control de temperatura, en ambos casos se utilizó una celda de recorrido óptico de 1 cm, los 

análisis de IR se llevaron a cabo en un espectrofotómetro IR perkin Elmer con transformada de 

Fourier. 

d) Estudio de la interacción lisozima-ftalocianinas por espectroscopía de 

fluorescencia 

Para conocer en que intervalo de longitudes de onda se podría monitorear la asociación de 

lisozima--(OH)FeTSPc, se obtuvieron los espectros de emisión de fluorescencia tanto de la 

lisozima como de -(OH)FeTSPc libres, a diferentes longitudes de onda de excitación; 280, 320 y 

370 nm. La determinación de la constante de unión se llevó a cabo titulando 3 mL de una solución 

de lisozima de concentración 5.983 x 10-6M, disuelta en fosfatos 5 mM pH 7. Las ftalocianinas 

fueron disueltas en fosfatos 5 mM pH 7. Para evitar efectos de dilución, la titulación se realizó 

empleando volúmenes de 5 a 145 µL para µ-(OH)-FeTSPc y de 5 a 175 µL para H2TSPc, a partir de 

una solución madre de concentración 1.7747 x 10-4 M. En cada adición se obtuvo el espectro de 

emisión de fluorescencia en el intervalo de los 290 a 650 nm. La longitud de onda de excitación fue 

de 280 nm. Todos los experimentos se llevaron a 4 diferentes temperaturas; 17.2, 25, 35 y 42. 5ºC.  

Se ha encontrado que  la formación del complejo porfirinas metaladas (un análogo estructural de 

-(OH)FeTSPc)  y lisozima se establece con estequiometria 1:1 [70] Para determinar la constante 

de unión lisozima- -(OH)FeTSPc se utilizó el modelo de apagamiento de fluorescencia, mediante 

la representación  gráfica  del modelo de Stern-Volmer log [
F0−F

F
] = logKu + nlog[L],  ecuación [1.6] la 

cual nos permite obtener la constante de unión a partir de la ordenada al origen  y el número de 

sitios de unión, a partir  de la pendiente. 

Enfoque computacional 

e)  Estudios de acoplamiento de la interacción lisozima- monómero-µ-

(OH)FeTSPc 

La estructura cristalográfica de la lisozima con código ID PDB 2LYZ.pdb se obtuvo del Protein Data 

Bank y la estructura de µ-(OH)FeTSPc y de H2TSPc se construyeron, a partir de una plantilla 

optimizada en GaussView 5.0, incorporando los grupos sulfo cargados negativamente. La 

estructura de µ-(OH)FeTSPc se construyó como monómero y como dímero cofaxial, mientras la 
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especie libre solo en forma monómerica debido a que es la especie predominante en la disolución 

de fosfatos 5 mM, pH 7. En una primera etapa se realizó el acoplamiento molecular con el 

programa Autodock Vina [58]. Para los estudios de refinamiento; a los mejores complejos se les 

realizó minimizaciones de energía con 100 pasos de steepest descent con el programa CHARMM 

c35b2 [71] y con el campo de fuerza charmm36 parametrizado para proteínas. 

f) Cálculos de energía libre de unión computacional (∆Guc) del complejo 

lisozima-µ- macrociclo 

Para todos los mejores confórmeros obtenidos de los estudios de acoplamiento se utilizó el 

programa PDB2PQR [72], el cual prepara los archivos de datos cristalográficos para cálculos 

electrostáticos en un medio continuo, de acuerdo a la metodología de Nathan Baker [69]. Los 

archivos de salida tienen un formato similar al PDB, e incorporan los datos de carga y radio 

atómicos, utilizando como campo de fuerza CHARMM.  

Para evaluar la energía libre de unión para el complejo lisozima-monómero-µ-(OH)FeTSPc, se 

determinaron separadamente las contribuciones de tipo electrostático polar y no polar, como se 

muestra a continuación: 

                                         ΔGuc= ΔGuelec + ΔGuapol                                                                                      [2.1] 

y a su vez 

                                         ΔGuelec = ΔGusol + ΔGucoul                                                                                  [2.2] 

donde el ΔGuc es la energía de unión y está en función de la energía electrostática, ΔGuelec, y de la 

energía no electrostática o no polar, ΔGuapol. A su vez el ΔGuelec está en función de la energía de 

solvatación ΔGusol (que es la energía necesaria para retirar el solvente del sitio activo para que se 

una el ligando a la proteína) y de la energía Coulómbica, ΔGucoul (la energía de interacción entre las 

cargas de la proteína y las cargas del ligando).   

La componente electrostática se determinó resolviendo la ecuación no lineal de Poisson-Bolztman 

a través del programa Adaptative Poisson-Bolztmann Solver (APBS), descrito por Nathan Baker 

[68].  La contribución al ΔGuc por parte de las interacciones no poláres (ΔGunopol) se evalúo como la 

energía liberada al ocultar el área de la interfase al disolvente cuando se forma el complejo: dicha 

energía es proporcional al cambio en el área accesible al solvente y un parámetro semejante a la 

tensión superficial (γ), con un valor de 0.021 kJ mol-1Ǻ-2 para el agua: ΔGunopol = γ∆ASAinterfase. 

Para calcular el área de la interfase que queda oculta del solvente en el complejo se empleó el 
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programa Visual Molecular Dynamics (VMD) [73], a partir de los archivos PDB del complejo y de las 

moléculas individuales. Integrando las contribuciones electrostáticas y no electrostáticas se 

determinó el ∆Guc de acuerdo a la ecuación [2.1].  

CAPÍTULO 3 

Resultados y discusión   

a) Tetra-sulfoftalocianina de Hierro (III), -(OH)FeTSPc 

La caracterización de la  -(OH)FeTSPc se llevó a cabo por espectroscopía UV-Vis, fluorescencia e 

Infrarrojo con transformada de Fourier. El rendimiento de la reacción fue menor al 36 %.  En la 

figura 3.1 se muestra el espectro UV-Vis de la especie µ-(OH)FeTSPc, en disolución reguladora de 

fosfatos 5mM pH 7 y 25 ºC, el espectro indica que se presenta una fuerte tendencia a dimerizarse, 

esto es, se observa un desplazamiento y ensanchamiento de la banda Q a 635 nm, además de un 

desplazamiento de la banda de Soret en el intervalo de los 255-260 nm para cada nivel de 

concentración [8]. En general, los procesos de agregación, reducen la absortividad del monómero 

libre, lo cual puede causar una desviación a la ley de Lambert–Beer, este decremento en la banda 

de absorción del monómero, puede ocurrir simultanéame con otros cambios, tales como un 

alargamiento y un cambio en el máximo de absorción o la formación de bandas adicionales 

relacionadas a la agregación de µ-(OH)FeTSPc. De esta forma se establece que la posible 
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Figura 3.1 Espectro UV- Vis de la especie µ-(OH)FeTSPc en disolución reguladora de fosfatos 

5mM pH 7 y 25 ºC, en el recuadro se observa la relación lineal entre la absorbancia y el aumento de 

concentración a 635 nm 

En la figura 3.2 se presenta el espectro FTIR de µ-(OH)-FeTSPc se compone de gran parte de las 

bandas asociadas a las vibraciones de los enlaces C=C del macrociclo aromático. Así mismo, se 

observa una gran banda asimétrica entre los 3700 y 2000 cm-1 que puede asociarse a las 

vibraciones del grupo hidroxilo (OH) axial al complejo de Hierro y aquellos de los grupos sulfo 

(HOSO2
-1) de la sulfoftalocianina.  
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Figura 3.2.  Espectro FTIR de la especie µ-(OH)FeTSPc 

b) Tetrasulfoftalocianina libre H2TSPc 

Como se sabe en la base libre de la ftalocianina, H2TSPc, la degeneración de los estados Q se 

pierde; y se observan dos bandas intensas en el espectro UV-Vis una 655 nm y otra a 693 nm de 

mayores intensidades asociadas al monómero del macrociclo. En la figura 3.3, se observan 3 

espectros UV-Vis que están asociados a la agregación o dimerización de H2TSPc en medio acuoso. 

La línea naranja representa una mayor concentración del monómero, el cual presenta 3 

Número de onda cm-1 
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principales bandas de absorción; las bandas QIII y QII que se observan a 639 y 693 nm 

respectivamente y la banda de Soret a los 343 nm. La línea negra se asocia a un equilibrio entre el 

monómero y dímero,   
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Figura 3.3. Espectro UV-Vis de tetrasulfoftalocianina libre en solución reguladora de fosfatos 5 
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Figura 3.4 Espectros UV- Vis de la especie H2TSPc, a diferentes concentraciones, en disolución 

reguladora de fosfatos 5 mM, pH 7 y 25 ºC, en el recuadro se observa la relación lineal entre la 

absorbancia y el aumento de concentración a 693 nm.  

con un desplazamiento a 682 nm y una disminución de la intensidad de la banda QII. El espectro en 

verde sugiere la existencia de una mayor concentración de dímeros, la intensidad tanto de la 

banda QIII y QII se ve disminuida por dicho efecto. 

En la figura 3.4 se observa la relación lineal entre la absorbancia en función de la concentración de 

la sulfoftalocianina libre, a diferencia de la especie metalada; la banda de Soret no se desplaza por 

el aumento de concentración, esto podría indicar que existe mayoritariamente la especie 

monomérica en el equilibrio y no se ve afectada por el aumento de concentraciones en el intervalo 

empleado. 
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Figura 3.5 Espectro FTIR de la especie H2TSPc 

Una diferencia evidente en el espectro FTIR de la sulfoftalocianina libre, con respecto a la especie 

metalada, es la aparición de bandas asociadas a las vibraciones del grupo NH; las cuales pueden 

ser debido al estiramiento del enlace N-H, flexión del enlace N-H en el plano, y flexión del enlace 

N-H fuera del plano. Las vibraciones de estiramiento del enlace N-H se observan regularmente a 

Número de onda cm-1 
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los 3273cm-1, la banda en 1595 cm-1 se puede asociar a la flexión del enlace N-H en el plano y la 

banda vista en 774 cm-1 puede vincularse a la flexión del enlace N-H fuera del plano. Al igual que 

en la especie metalada se observa una fuerte absorción en el intervalo de 3700 y 2000 cm-1 que 

puede asociarse a las vibraciones del grupo hidroxilo (OH) de los grupos sulfo (HOSO2
-1) de la 

sulfoftalocianina libre (ver figura 3.5). 

c) Formación del complejo lisozima-ftalocianina 

La máxima absorción de la lisozima en la región ultravioleta se presentó a los 280 nm (figura 3.6). 

Se estableció que el aumento de absorbancia en la zona 240-340 nm, tras la adición de cantidades 

crecientes de µ-(OH)FeTSPc  o de H2TSPc ambas a una concentración de 7.687x 10-7 M a 7.0584 x 

10-6 M, se debía a la formación de un complejo entre la lisozima y las sulfoftalocianinas [74] (figura 

3.7 y figura 3.8). Un cambio en el ambiente circundante de los residuos aromáticos de la lisozima 

puede modificar ligeramente su espectro de absorción, por lo que probablemente la interacción 

lisozima-macrociclo tetrapirrólico se efectué con algún residuo; de triptófano o tirosina. Estos 

resultados se discutirán más adelante. 

240 260 280 300 320 340

0.00

0.05

0.10

A
b
s
o
rb

a
n
c
ia

 (
u

.a
)

Longitud de onda (nm)

 lisozima

 

Figura 3.6 Espectro UV-vis de lisozima en solución reguladora de fosfatos pH 7 5mM. 



 

41 

 

300 400 500 600

0.00

0.05

0.10

0.15
A

b
s
o

rb
a

n
c
ia

 (
u

.a
)

Longitud de onda (nm)

 lisozima
Vol. adicionado L
 OH)FeTSPc 

 100
 200
 300

 

Figura 3.7 Espectro UV-vis de la titulación de lisozima con µ- (OH)FeTSPc 

Como se observa en el espectro UV- Vis de la figura 3.8, la forma monómerica de H2TSPc   es la 

especie que predomina en la titulación con lisozima, debido a que se observa el mismo 

comportamiento que en la figura 3.1, es decir, están presentes las bandas QIII y QII que se observan 

a 639 y 697 nm respectivamente y la banda de Soret a los 349 nm, asociadas a una mayor 

concentración de monómero en disolución. Por lo que, se establece que su interacción con esta 

proteína, posiblemente se establezca con la especie monómerica. 
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Figura 3.8 Espectro UV-vis de la titulación de lisozima con H2TSPc, la línea roja indica el espectro 

de la sulfoftalocianina 

d) Análisis de la interacción lisozima-µ-(OH)FeTSPc y lisozima-H2TSPc por 

apagamiento de la fluorescencia 

La técnica de apagamiento de fluorescencia, se utilizó para investigar el mecanismo de unión tanto 

de µ-(OH)FeTSP, como de H2TSPc a lisozima, determinando el modo de unión a través de los 

parámetros termodinámicos ∆Hu, ∆Su y ∆Gu, y las constantes de unión. Los cambios de emisión 

del triptófano son comunes en respuesta a transiciones conformacionales, la unión al sustrato o 

cuando ocurre la desnaturalización de la proteína. La longitud de onda de excitación de 295 nm, 

permite observar solo la emisión de los residuos de triptófano, mientras a una longitud de onda de 

280 nm se observa la excitación del triptófano, así como, de la tirosina presente en las proteínas 

[53]. 

En base a los espectros de emisión de fluorescencia de disoluciones en fosfatos 5 mM,  pH 7, tanto 

de lisozima, como de µ-(OH)FeTSPc y de H2TSPc,  excitadas a diferentes longitudes de onda 

(figuras 3.9 y 3.10) y dado que para esta proteína la interferencia de la emisión de fluorescencia 

por parte de la tirosina y/o la transferencia de energía de la tirosina al triptófano es mínima [48], 

el seguimiento del apagamiento debido a la interacción lisozima-macrociclo tetrapirrólico,  se llevó 

a cabo a una longitud de onda de excitación de 280 nm. En tales espectros se observó que la 

lisozima libre presentó un máximo de emisión a los 327 nm, que se debe principalmente a la 

emisión de los residuos de triptófano 62 y 108, además se observó otro máximo a 550 nm. 
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Figura 3.9 Espectro de fluorescencia de lisozima libre en disolución de fosfatos 5 mM, pH 7 y 25 ºC, 

a diferentes longitudes de onda de excitación  
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Figura 3.10.  Espectro de fluorescencia de las especies µ-(OH)FeTSPc y H2TSPc, en disolución de 

fosfatos 5 mM pH 7 y 25 ºC. λexc = 280 nm. En el recuadro se observa el espectro de las 

sulfoftalocianinas además de la de la lisozima  

Se observa que los macrociclos de ftalocianina libre o el complejo de Hierro presentan bandas de 

emisión en la región de los 435 y 555 nm, con máximos alrededor de 415 a 440 nm para las 
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especies H2TSPc y µ-(OH)FeTSPc, respectivamente, atribuidas principalmente al macrociclo de 

ftalocianina y los grupos sulfo periféricos (figura 3.10). Como se observa en los espectros de las 

titulaciones respectivas, las emisiones de los macrociclos respectivos no interfieren con la 

observación de la banda a 327 nm atribuida a la lisozima. 

En la figura 3.11, se presentan los espectros de fluorescencia, a una λexc = 280 nm y a 25 ºC, para 

la titulación de una disolución de lisozima con volúmenes crecientes de la disolución de µ-

(OH)FeTSPc. Las principales características espectrales son un máximo a 327 nm y otro a 553 nm, 

con un punto isosbéstico a 405 nm. Vía el seguimiento de la intensidad de la banda a los 327 nm, 

se comprobó que existe una disminución o apagamiento intrínseco de fluorescencia de la lisozima, 

al titularla con cantidades crecientes de -(OH)FeTSPc, lo cual se debe a la interacción entre la 

proteína y la ftalocianina de Hierro. 

Figura  3.11 Espectros de  fluorescencia (λexc 280 nm)  a 25⁰C, del sistema lisozima--

(OH)FeTSPc. La concentración de lisozima fue de 5.983 x 10-6 M y la de ftalocianina 5.9 x 10-7 a 

8.72 x 10-6  
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En la figura 3.12, se presentan los espectros de fluorescencia, con λexc = 280 nm y 25 ºC, para la 

titulación de la disolución de lisozima con volúmenes crecientes de la disolución de H2TSPc. Las 

principales características espectrales son un máximo a 327 nm y otro a 553 nm, con un punto 

isosbéstico a 435 nm. Por el seguimiento de la intensidad de fluorescencia de la banda a los 327 

nm, se comprobó que existe una disminución o apagamiento intrínseco de fluorescencia de la 

lisozima, al titularla con cantidades crecientes de H2TSPc, lo cual se debe a la interacción entre la 

proteína y la ftalocianina libre. 
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Figura 3.12 Cambios en el espectro de fluorescencia (λexc 280 nm) de lisozima a 25⁰C, al adicionar 

cantidades crecientes de H2TSPc. La concentración de lisozima fue de 5.983 x 10-6 M 

  Los cambios de fluorescencia de la disolución de lisozima al titular con la disolución de µ- 

(OH)FeTSPc o la disolución de H2TSPc fueron similares, la disminución de fluorescencia a los 327 

nm se ve acompañado de un aumento en la emisión a los 553 nm cuando la concentración de 

ambos ligandos aumenta. Esta disminución  y aumento de la emisión a los 327 nm y 533 nm, 

respectivamente se considera como un punto isoemiisivo y puede ser visto como la fluorescencia 

de -(OH)FeTSPc o H2TSPc unidos a la lisozima[75].  

El apagamiento de fluorescencia corresponde a un decremento en el rendimiento cuántico 

(intensidad de fluorescencia) del fluoróforo (lisozima) y como se mencionó, puede ser inducido 
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por medio de una variedad de interacciones moleculares con el desactivante (ftalocianina).  Para 

distinguir el fenómeno de apagamiento con ambos ligandos, se realizaron los experimentos de 

titulación fluorométrica a diferentes temperaturas: 25, 35 y 42.5C, y 17.2 C para la 

sulfoftalocianina de Hierro (III). En la representación del  gráfico de Stern-Volmer: (F0/F) en función 

de [L] (ecuación [1.4]), de lisozima en presencia y ausencia de  -(OH)FeTSPc o H2TSPc, se observó 

una tendencia  lineal, lo cual nos indica que solo está presente un único tipo de mecanismo de 

apagamiento (figura 3.13). 

La dependencia del apagamiento dinámico a altas temperaturas, resulta en una difusión más 

rápida, por tanto, la constante de Stern-Volmer aumenta con la temperatura. En contraste con el 

apagamiento estático, las altas temperaturas afectan la estabilidad del complejo (no fluorescente) 

formado y por lo tanto KSV disminuye [41].  
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Figura 3.13. Gráfico de Stern-Volmer de las titulaciones de lisozima a diferentes temperaturas, con 

las especies A) H2TSPc y B) -(OH)FeTSPc , todas las muestras se disolvieron en amortiguador de 

fosfatos 5 mM, y pH 7. 

En la tabla 3.1 se presentan los valores de KSV, obtenidos a partir de la pendiente de los gráficos de 

Stern-Volmer, para la interacción de lisozima con ambos ligandos. Debido a que el apagamiento 

disminuye con el aumento de la temperatura la interacción, tanto de lisozima--(OH)FeTSPc, como 

de lisozima- H2TSPc, ocurre de acuerdo a un modelo de tipo estático. Los valores de KSV, muestran 

la misma tendencia con ambos macrociclos. 

Un dato interesante e importante deducido de estas valoraciones son los altos valores de Ksv 

encontrados para ambos complejos, siendo mayores a cada nivel de temperatura para la especie 

-(OH)FeTSPc,  que para la especie H2TSPc. Lo anterior indica que el apagamiento es más efectivo 

en presencia de la especie metalada que en la libre. 
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Tabla 3.1 Valores de KSV del sistema lisozima-macrociclo a diferentes temperaturas 

 

Ya que el gráfico de Stern-Volmer (figura 3.13) no se desvió hacia el eje de las abscisas, en ambos 

casos, se propone que existe un solo tipo de fluoróforo, en la lisozima, que es accesible para 

ambos ligandos. En otro estudio [76], se ha observado dicha desviación hacia el eje de las abscisas 

en la interacción de lisozima con diferentes ligandos, pero el mecanismo de apagamiento es 

prominentemente dinámico, además de que se ha realizado con ligandos sin carga.  

Por otro lado, el apagamiento estático también puede ser observado mediante los espectros de 

UV-Vis del sistema proteína-ligando. El apagamiento colisional solo se afecta el estado excitado del 

fluóroforo, y por lo tanto no se esperan cambios en el espectro de absorción. En contraste, la 

formación de un complejo en el estado basal frecuentemente resulta en una perturbación en el 

espectro de absorción del fluoroforo [32]. Como se observa en la figura 3.7 y 3.8 de los espectros 

de   absorción de la disolución de lisozima, en presencia de µ-(OH)FeTSPc y H2TSPc, estos se ven 

afectados por la adición de los macrociclicos, reflejándose en el aumento de la absorción a 280 

nm, lo cual nos indica que se presenta preferencialmente el fenómeno de apagamiento estático, 

por la formación del complejo lisozima- µ-(OH)FeTSPc o lisozima-H2TSPC. 

Determinación de la fracción de fluoróforo accesible  

Es bien sabido que la lisozima posee 6 residuos de triptófano; 28, 62, 63, 108, 111 y 123 [37]. Dos 

de estos (28 y 111) están rodeados por puentes difulfuro, y, por tanto, no contribuyen a la 

fluorescencia de la proteína. Tres de ellos están localizados en el sitio activo; 62, 63 y 108, 

mientras el último (123) está separado de los demás.  La emisión de fluorescencia se debe 

principalmente a los residuos Trp-62 and Trp-108 [77-78]. La fracción de fluoróforo accesible se 

 T C KSV x 10-5 mol L-1 R2 

Lisozima- H2TSPc 25  0.09 1.414  0.455 0.9877 

 35  0.25 

42.5  0.32  

1.082  0.298 

0.839  0.014 

0.9917 

0.9967 

 

Lisozima--(OH)FeTSPc 

17.2  0.06 

25  0.07 

2.047   0.057 

1.893  0.042 

0.9939 

0.9965 

 35  0.08 

42.5  0.23 

1.767  0.023 

1.6706 0.027 

0.9978 

0.9954 
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puede determinar mediante la ecuación modificada de Stern-Volmer  
F0

∆F
=

1

𝑓𝑎Kq
 

1

[L]
 +

1

𝑓𝑎
  (ecuación 

1.5). Cuando la fracción de fluoroforo accesible fa es igual a 1, indica que todos los residuos de 

triptófano son accesibles al desactivante. Consecuentemente, un cambio en el valor de fa indica 

que la fracción de fluoróforo accesible al desactivante se ha alterado. Aplicando la ecuación [1.5] a 

los datos obtenidos para la interacción de lisozima con ambos macrociclos, se obtuvo una 

tendencia lineal para cada nivel de temperatura (figura 3.14), los valores de fa se muestran en la 

tabla 3.2.  

Los valores de fa para las temperaturas de 17.2, 25, 35 y 42.5 ºC, oscilan en torno al valor de uno, 

indicando que ambos triptófanos que confieren fluorescencia a la lisozima son igualmente 

accesibles, tanto a la sulfoftalocianina metalada como a la libre.   
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Figura 3.14 Grafico modificado de Stern-Volmer, para la obtención de la fracción de fluoróforo 

accesible al desactivante A) H2TSPc y B) -(OH)FeTSPc  . Las líneas rectas representan el ajuste 

por mínimos cuadrados. 

 

Tabla 3.2.  Fluoroforo accesible para la asociación lisozima-ligando a diferentes temperaturas  

  

 T C fa
 R2 

Lis- H2TSPc 25  0.09 0.90  0.05 0.9962 

 35  0.25 

42.5  0.32  

0.90  0.06 

0.60  0.11 

0.9984 

0.9950 

 

Lis--(OH)FeTSPc 

17.2  0.06 

25  0.07 

1.01  0.09 

1.29  0.02 

0.9957 

0.9990 

 35  0.08 

42.5  0.23 

0.98  0.02 

1.06  0.09 

0.9995 

0.9924 
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Determinación de la constante de unión y estequiometría de la unión 

Para interacciones de apagamiento estático y asumiendo que todos los sitios de unión son iguales 

e independientes en la lisozima, los datos de intensidad de fluorescencia pueden ser usados para 

obtener el número de sitios y la constante de unión entre lisozima-macrociclo, utilizando la 

ecuación [1.6], para ello se graficó el logaritmo de (F0-F)/F, en función del logaritmo de la 

concentración para cada macrociclo y a diferentes temperaturas, obteniéndose en cada caso 

relaciones lineales (figura 3.15). 

 Los valores obtenidos de n y   Ku, calculados a partir de la pendiente y la ordenada al origen, 

respectivamente, se muestran en la tabla 3.3, de ellos se deduce que en todos los casos el número 

de sitios de unión fluctuó alrededor de 1, sugiriendo una estequiometria de unión 1:1, lisozima-

ftalocianina, en los dos casos.  Los altos valores de Ku indican que el complejo formado es 

termodinámicamente muy estable, siendo más afin el complejo formado con la especie µ-

(OH)FeTSPc. Como se menciono anteriormente, la forma predominante de µ-(OH)FeTSPc en 

disolución acuosa es como un dímero figura 3.1, seguramente de tipo cofaxiales debido a la 

existencia del grupo hidroxilo axial sobre el núcleo de Hierro al centro del macrociclo  
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Figura 3.15 Gráfico de log (Fo-F)/F en función logaritmo [macrociclo] para la determinación de la 

estequiometria y la constante de unión con las especies H2TSPc (A) ó µ-(OH)FeTSPc (B).  Las 

líneas rectas fueron ajustadas por mínimos cuadrados 

 

Tabla 3.3. Parámetros de unión para el sistema lisozima-sulfoftalocianina a diferentes temperaturas  

*El valor de Gu, se obtuvo de la ecuación G= -RT InK 

 

 T ⁰C n Ku x 10-5 mol L-1 R2 *Gu  

kJ/mol 

Lis- H2TSPc 25  0.09 1.00  0.02 1.823 0.9931 -30.02 

 35  0.25 

42.5  0.32  

0.97  0.02 

0.89  0.02 

0.815 

0.212 

0.9936 

0.9929 

-28.90 

- 26.14 

 

Lisozima--
(OH)FeTSPc 

17.2  0.06 

25  0.07 

1.10  0.33 

1.07  0.01 

5.780 

4.384 

0.9915 

0.9983 

-32.03 

-32.20 

 35  0.08 

42.5  0.23 

1.03  0.01 

0.99  0.01 

2.454  

1.778 

0.9993 

0.9969 

-31.80 

-31.72 
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Parámetros termodinámicos de unión Hu, Su 

 Los parámetros termodinámicos ∆H y ∆S de unión se obtuvieron a partir de la pendiente y 

ordenada al origen, respectivamente de los gráficos de van’t Hoff (ecuación [1.3]), asumiendo que 

∆H y ∆S son independientes de la temperatura en el intervalo estudiado (figura 3.16). Estos datos 

termodinámicos (tabla 3.4), son una evidencia importante para confirmar las fuerzas involucradas 

en la unión, lo que permite sugerir el tipo de interacción presente en el sistema. 
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Figura 3.16 Gráfico de van’t Hoff para el sistema lisozima-sulfoftalocianina. A)  µ-(OH)FeTSPc,  

B) H2TSPc  

Siendo el agua el disolvente más frecuente en las reacciones y procesos bioquímicos más 

comunes, un valor positivo  de H y S, es tomado frecuentemente como evidencia de 

interacciones de tipo hidrofóbico. En cambio, valores negativos, tanto S como de H,  son 

indicativo de que la interacción está gobernada por fuerzas de van der Waals o puentes de 

Hidrógeno. De acuerdo a  los datos obtenidos de  Hu y Su,  para el complejo lisozima--

(OH)FeTSPc y lisozima-H2TSPc, se puede sugerir  que las principales fuerzas de unión en dicho 

sistema son  de tipo electrostático, principalmente por la formación de puentes de Hidrógeno. 

Estos resultados concuerdan con los obtenidos en el análisis in silico del acoplamiento molecular 

(siguiente sección); aunque también es evidente que pueden ocurrir interacciones de tipo 

hidrofóbico entre el sitio de unión y las regiones no polares del macrociclo tetrapirrólico o bien 

interacciones débiles de esta especie con regiones menos polares de la proteína. Sin embargo, 

parece que estas no contribuyen significativamente a la estabilización final del complejo formado.  

Tabla 3.4 Parámetros termodinámicos de unión para el sistema lisozima ligando 

e) Análisis de la interacción molecular  de los sistemas   lisozima-µ-

(OH)FeTSPc  y lisozima-H2TSPc, través de los cálculos de energía 

electrostática computacional.   

 

Dado que a pH 7, la especie -(OH)FeTSPc tiende a dimerizarse, lo que es revelado por su espectro 

UV-Vis (figura 3.1), sin embargo,  se realizaron simulaciones considerando tanto el monómero 

como el dímero interaccionando con lisozima. En el caso de la sulfoftalocianina libre, se modelo su 

estructura, en forma monomérica; esto en base a los espectros de absorción, que establecen que 

es la especie predominante en la disolución a pH 7 (ver figura 3.4), aunque también se decidió 

modelar el dímero, para efectos comparativos.  

Como una primera aproximación se modelo la sulfoftalocianina de Hierro (III) en forma de 

monómero. En la Tabla 3.5 se puede observar que las interacciones electrostáticas gobiernan la 

unión proteína-ftalocianina metálica (monómero); principalmente las interacciones coulómbicas y 

Ligando Hu kJ/mol  Su J/mol K 

Lisozima-H2TSPc -83.90 -181.10 

Lisozima--(OH)FeTSPc -34.82 -10.43 
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ligeramente las interacciones no polares.  En la figura 3.17 se muestran los posibles sitios de unión 

en el complejo lisozima- µ-(OH)FeTSPc, de los tres mejores confórmeros o modelos obtenidos en 

base a las simulaciones realizadas. De ellos el modelo 1, figura 3.17a, es el más favorable con un 

∆Gu=-1283 kJ/mol, al parecer debido a que se establecen puentes de Hidrógeno con los 

aminoácidos Val 120 y Glut 121. Los puentes de Hidrógeno con los residuos Asn 107 y Tyr 23 no se 

consideran puesto que la distancia de interacción es mayor a 5 Å. Además, en el modelo 1 un 

átomo del Oxígeno del grupo sulfo del macrociclo (SO3
-1) interactúa con la carga positiva del 

átomo de N de la Lys 116, lo que establece un ambiente electrostático favorable y que se refleja 

en el valor del ∆Guc determinado. En el modelo 2, figura 3.17b, se establece una interacción carga-

carga de un átomo de Oxígeno del grupo SO3
-1 con Arg 112, mientras en el modelo 3, no existen 

interacciones tipo carga-carga (ver figura 3.17c) 

 

 Tabla 3.5  Energías de unión (Guc) para el sistema  lisozima-monómero µ-(OH)FeTSPc 

determinado por APBS y VMD. 

 Sistema ΔGsolv 

(kJ/mol) 

ΔGcoul 

(kJ/mol) 

ΔGnp 

(kJ/mol) 

ΔGuc
* 

(kJ/mol) 

Puentes de 
Hidrógeno a 5Å 

 Modelo 1 
63 -1332 -14 -1283 

2 

 Modelo 2 
236 -1211 -15 -991 

0 

 Modelo 3 
246 -1140 -16 -910 

0 

* ∆Guc= ∆Gsolv + ∆Gcoul + ∆Gnp 

 

En la figura 3.17 se muestran los posibles sitios de unión en el complejo lisozima- µ-(OH)FeTSPc de 

los tres mejores confórmeros, obtenidos mediante la evaluación de ∆Guc 
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Figura 3.17 Estudios de acoplamiento del monómero µ-(OH)FeTSPc  con la lisozima (ID PDB 

2LYZ), donde se muestran los mejores confórmeros. A) Modelo 1, B) Modelo 2 y C) Modelo 3.  Los 

estudios de acoplamiento se realizaron con el programa Autodock Vina [4] y las estructuras fueron 

visualizadas con el programa Discovery studio [79]. Gris = Carbón, blanco = Hidrógeno, azul = 

Nitrógeno, rojo = Oxígeno, amarillo= Azufre, anaranjado = Hierro. 

En los anteriores modelos se observa el gran acercamiento y acoplamiento del macrociclo en la 

superficie de la lisozima por efecto de las interacciones débiles con las regiones no polares del 

A) |Modelo 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lys 116 

B) Modelo 2 

C) Modelo 3 
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macrociclo, pero sobre todo por interacciones puente de Hidrógeno entre los grupos sulfo (-SO3
-1) 

periférico ó con el grupo hidroxilo (-OH) axial, del complejo macrociclico de Hierro (III), con la 

superficie de la proteína. Para establecer una mejor aproximación, sobre el sitio de unión 

energéticamente más favorable, se realizaron nuevamente los cálculos de acoplamiento molecular 

de los 3 confórmeros de menor energía con el programa CHARMM c35b2. Puesto que en el sitio 

de unión más favorable no se presenta una interacción con los residuos de triptófano, 

responsables de la emisión de fluorescencia de la lisozima,  y pareciera no existir una correlación 

entre el apagamiento de la fluorescencia observado de la lisozima en presencia de la especies -

(OH)FeTSPc. También se realizó el estudio computacional con la sulfoftalocianina libre; como 

monómero y dímero.  

En la figura 3.18 se observa que a pH de 7 la lisozima presenta una distribución de carga positiva 

en gran parte de su superficie  

 

Figura 3.18  Superficie de potencial electrostático APBS (adaptive Poisson-Boltzamann solver) de 

lisozima a pH 7, A) vista frontal, B) vista con giro 180.  Las áreas azules y rojas representan 

cargas positivas y negativas respectivamente. Las estructuras fueron visualizadas en UCFS 

Chimera [80]. 

  

A) B) 



 

58 

 

Los resultados del minimización de energía con el programa CHARM c35b2 para los mejores 

complejos, demostraron que el sitio de unión es el mismo, tanto en el monómero de la 

sulfoftalocianina de Hierro (III), como en el monómero de la especie libre (figura 3.19), es decir 

que interactúan formando  puentes de Hidrógeno  con los mismos residuos; Trp 62,63, Asn 49 y 

establecen una interacción carga- carga con Arg 61, con los átomos de Oxígeno del grupo sulfo de 

las sulfoftalocianinas figura 3.20 y 3.22, sin embargo, con las sulfoftalocianinas en forma dimérica  

de Hierro (III) o libre , la interacción cambia ligeramente, seguramente por la presencia de un 

mayor número de grupos interactuantes que se aproximan a aquellos de la lisozima , también por 

efecto estérico y quizá en menor grado por interacciones débiles de las regiones menos polares 

del macrociclico en forma de dímero con la superficie de la proteína; seguramente entre las nubes 

de electrones  y las regiones menos polares de la proteína (por ejemplo, con los residuos Thr 47, 

Asp 48, Asp 52,  Gln 57 ó Val 109 ) figuras 3.21 y 3.23 

En el acoplamiento de los dímero tanto de la sulfoftalocianina metalada como la libre con lisozima, 

es muy probable que además intervengan interacciones tipo puentes de Hidrógeno y que la 

lisozima adquiera una conformación en la que permita mayor tipo de interacciones de tipo 

hidrofóbico (electrón π), además de las de tipo electrostático. El análisis computacional, nos 

permite dar una explicación a la diferencia de los valores experimentales de Ku vistos en la tabla 

4.3, entre   µ-(OH)FeTSPc y   H2TSPc. Como se vio anteriormente, los valores más altos de Ku se 

observaron para la asociación lisozima-µ-(OH)FeTSPc, debido probablemente a que en el ambiente 

de interacción es más favorable por existir un mayor número de residuos de la lisozima 

interactuando en el complejo formado, además de que el hierro genere una mayor estabilidad 

(figura 3.22).  Aunque los valores más altos de  Guc se observaron para la especies diméricas, en 

los diagramas de las figuras 3.21 y 3.23 se observa que hay un menor número de residuos de la 

lizosima que interaccionan favorablemente.   

En la tabla 3.6 se observa que las interacciones de tipo electrostático gobiernan la unión proteína-

ftalocianinas; principalmente las interacciones coulómbicas y ligeramente las interacciones no 

polares. 
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  Tabla 3.6  Energías de unión (Guc) para el sistema  lisozima- monómero µ-(OH)FeTSPc,, 

lisozima- dímero µ-(OH)FeTSPc y monómero- H2TSPc  determinado por APBS y VMD 

 

 

 

Figura 3.19 Resultados de la 

determinación del ∆Guc, 

mostrando los sitios de unión 

más favorables en lisozima, con 

las distintas sulfoftalocianinas. 

El Dímero se une al 

sitio uno y el monómero al sitio dos. Las estructuras fueron 

visualizadas en UCFS Chimera. Gris=Carbón, blanco= 

Hidrógeno,  azul= Nitrógeno,  rojo= Oxígeno, amarillo= 

Azufre,  anaranjado= Hierro     

Sistema ΔGsolv 

(kJ/mol) 

ΔGcoul 

(kJ/mol) 

ΔGnp 

(kJ/mol) 

ΔGuc
* 

(kJ/mol) 

Puentes de 

Hidrógeno a 5Å 

Monómero libre 179.47 -472.49 -21.011 -314.45 4 

Dímero libre  276.24 -1401.26 -20.93 -1145.96 1 

Monómero Fe 225.24 -713.92 -19.29 -507.97 4 

Dímero Fe 276.24 -1401.27 -20.93 -1145.96 1 

Monómero H2TSPc  Monómero µ-(OH)-FeTSPc  

Dímero H2TSPc 

Dímero µ-(OH)- FETSPc 

Dímero µ-(OH)-FeTSPc  
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Figura 3.20 Residuos y los cuatro puentes de Hidrógeno formados entre el monómero de H2TSPc y 

lisozima en el sitio de unión más favorable.   Las distancias y tipo de interacciones se determinaron 

con el programa LIGPLOT+.39 [81]. Gris = Carbón, blanco = Hidrógeno, azul = Nitrógeno, rojo = 

Oxígeno, amarillo = Azufre. Los puentes de Hidrógeno formados se observan como líneas verdes.  
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Figura 3.21 Residuos y el puente de Hidrógeno formado entre el dímero de H2TSPc y lisozima en el 

sitio de unión más favorable.   Las distancias y tipo de interacciones se determinaron con el 

programa LIGPLOT+.39. Gris = Carbón, blanco = Hidrógeno, azul = Nitrógeno, rojo = Oxígeno, 

amarillo = Azufre.Los puentes de Hidrógeno formados se observan como líneas verdes  
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Figura 3.22 Residuos y los cuatro puentes de Hidrógeno formados entre el monómero de μ-

(OH)FeTSPc and lisozima en el sitio de unión más favorable.   Las distancias y tipo de interacciones 

se determinaron con el programa LIGPLOT+.39. Gris=Carbón, blanco = Hidrógeno, azul = 

Nitrógeno, rojo = Oxígeno, amarillo = Azufre, anaranjado = Hierro. Los puentes de Hidrógeno 

formados se observan como líneas verdes  
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Figura 3.23 Residuos y el puente de Hidrógeno formado entre el dímero de μ-(OH)FeTSPc y 

lisozima en el sitio de unión más favorable.   Las distancias y tipo de interacciones se determinaron 

con el programa LIGPLOT+.39. Gris=Carbón, blanco = Hidrógeno, azul = Nitrógeno, rojo = 

Oxígeno, amarillo = Azufre, anaranjado = Hierro. Los puentes de Hidrógeno formados se observan 

como líneas verdes  
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Cabe resaltar que los estudios de acoplamiento molecular se realizaron con el isómero 

(confórmero) más simétrico de µ-(OH)FeTSPc o H2TSPc, es decir con la sustitución de los grupos 

sulfo en las posiciones 2,10, 16, 24 del núcleo macrociclico figura 1.2 .  Por lo que, sería importante 

realizar los estudios de acoplamiento molecular utilizando cada uno de los isómeros de las 

sulfoftalocianinas e identificar el isómero energéticamente más favorable en la asociación con 

lisozima. 

En el sitio de unión más favorable para la forma monomérica de ambos macrociclos de estudio, se 

encuentran 2 residuos de Triptófano; Trp-62 y Trp-63, que forman puentes de Hidrógeno con los 

átomos de Oxígeno del grupo sulfo (-SO3
-1) de la sulfoftalocianina  (figura 3.20 y figura 3.22). La 

interacción de estos residuos con ambos ligandos, nos permite explicar el fenómeno de 

apagamiento observado en los estudios de fluorescencia, considerando que el complejo formado 

no es fluorescente. Con respecto a la forma dimérica de ambos macrociclos, estos no forman 

puentes de Hidrógeno con los residuos de Trp-62 y Trp-63, sin embargo, se encuentran dentro del 

ambiente de interacción favorable figura (3.21 y 3.23). Se conoce muy bien que el Trp-62, 

contribuye de manera más significativa a la fluorescencia de la lisozima, sin embargo, se ha 

sugerido que el Trp-63 también puede contribuir a dicha característica [80]. El Trp-62 está 

completamente expuesto al disolvente, y el Trp-63 está rodeado de puentes disulfuro y es 

susceptible a un fuerte intercambió de electrones con los puentes disulfuro Cys 76 y Cys 94 [79].  

Tanto el Trp-62, como el Trp-63 forman parte del ambiente hidrófilico de la lisozima. Así mismo, 

ligandos como µ-(OH)FeTSPc o H2TSPc, que presentan regiones cargadas negativamente que 

propician una situación electrostático favorable a la interacción con proteínas como lisozima que a 

su vez presenta una distribución de carga positiva en gran parte de su superficie (figura 3.24). 

Los estudios de acoplamiento sugieren que el residuo de Arg 61 es importante en la afinidad de 

unión para ambos ligandos, ya que este residuo posee carga positiva y puede establecer una 

interacción carga-carga con el Oxígeno del grupo SO3
-1, cargado negativamente. También es 

importante considerar que existen interacciones de tipo hidrófobico, debido a la aromaticidad del 

macrociclo tetrapírrolico (débiles o entre nubes de electrones ) siendo, probablemente, la 

interacción con el residuo de Val 109 el que puede proveer una mayor estabilidad al complejo. Con 

respecto al dímero de ambos macrociclos, estos establecen interacciones de tipo hidrofóbico con 

el residuo de Trp-62 y posiblemente formen un puente de Hidrógeno con Arg 112.  
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Figura 3.24 Superficie de potencial electrostático de lisozima y la interacción con µ-(OH)FeTSPc y H2TSPc.  

Lisozima- Monómero H2TSPc  
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Aunque en apariencia, no se presenta una interacción electrostática con los residuos de Asp 52 y 

Glu 35, estos si forman parte del medio ambiente próximo al sitio de interacción principal de la 

lisozima con las ftalocianinas y probablemente contribuyen, aunque débilmente al acercamiento, 

orientación y acoplamiento final entre ambas especies. Nuevamente es importante considerar 

realizar estudios de actividad enzimática para determinar si estos macrociclos pueden fungir como 

inhibidores de la lisozima, puesto que los residuos de la proteína mencionados, forman parte del 

sitio catalítico y son responsables en gran medida de tal capacidad.  Los átomos involucrados en la 

interacción se resumen en la tabla 3.7.  

 

Tabla 3.7. Átomos involucrados en la unión de los complejos de lisozima-ligando, distancias 

y tipos de interacción  

 

  

Ligando Residuo (átomo)  Átomo ligando  Distancia Å Tipo de Interacción  

Monómero libre Arg 61 

Trp 62 (N) 

Trp 63 (N)} 

Asn 46  (N) 

Asn 59 (N) 

Val 109 

O (sulfo) 

O (sulfo) 

O (sulfo) 

O (sulfo) 

O (sulfo) 

Anillo bencénico 

3.01 

3.08 

3.22 

3.10 

3.05 

4.97 

Electrostático 

Puente de H 

Puente de H 

Puente de H 

Puente de H 

Pi-alkil 

Monómero Fe Arg 61  (N) 

Trp 62  (N) 

Trp 63  (N) 

Asn 46  (N) 

Asn 59  (N) 

Val 109 

O (sulfo) 

O (sulfo) 

O (sulfo) 

O (hidróxi axial) 

O (sulfo) 

Anillo bencénico 

3.01 

3.01 

3.22 

2.81 

3.28 

4.97 

Electrostático 

Puente de H 

Puente de H 

Puente de H 

Puente de H 

Pi-alkil 

Dímero Fe Asn 49   (N) 

Arg 112 (N) 

Asn 103 (N) 

Trp 62 anillo bencénico 

Ala 107 anillo bencénico 

O 

O (hidróxi axial) 

O (sulfo) 

Anillo bencénico 

Anillo bencénico 

2.48 

2.33 

4.00 

3.63 

2.96 

Puente de H 

Puente de H 

Pi-alkil 

 

Pi-alkil 
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CAPÍTULO 4 

Conclusiones  

 

 En esta tesis, se sintetizó y caracterizó espectroscópicamente las especies: 

sulfoftalocianina de Hierro (III), µ-(OH)FeTSPc,  y sulfoftalocianina libre, H2TSPc. Se 

determinó que la forma dimérica de la sulfoftalocianina de Hierro (III), es la que 

predomina en disolución de fosfatos 5 mM,  pH7, mientras que, en la especie libre 

predomina la forma monómerica en la misma disolución reguladora. Se determinó que 

existe una asociación lisozima-sulfoftalocianinas mediante el análisis por espectroscopia 

UV-Vis, en base a la formacion de un complejo que absorbe a 280 nm.  

 Se comprobó que existe un apagamiento de fluorescencia intrínseco de la lisozima al 

interactuar con las sulfoftalocianinas.  La estequiometría de la interacción para ambos 

macrociclos cumple con un modelo de unión en una relación molar 1:1 y se estableció que 

dicha unión es más fuerte con la especie metalada, esto es a que el Hierro (III) provea una 

mayor estabilidad al complejo. De acuerdo a los valores de Hu y Su, la asociación  es 

principalmente,  conducida por fuerza de tipo puentes de hidrógeno.  

 Por medio del análisis computacional se confirmó que la interacción lisozima- µ-

(OH)FeTSPc y lisozima- H2TSPc es favorable, siendo conducida principalmente por 

interacciones coulombicas, un término importante en el componente   electrostático, esto 

es interaccionando por medio de puentes de Hidrógeno con los residuos Trp-62 y Trp-63, 

lo cual permitió correlacionarlo con el apagamiento de fluorescencia observado. Además, 

es conducido en menor medida por las interacciones no polares. Para la especie 

monómerica tanto de µ-(OH)FeTSPc, como de H2TSPc   se conserva el mismo sitio de 

unión, pero la interacción es relativamente mayor para la especie metalada, lo cual se 

compruebo en los valores  obtenidos de Ku experimentalmente y computacionalmente.   
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Perspectivas  

 

Para establecer una caracterización más completa sobre el sitio de unión en lisozima, sería 

importante hacer estudios de actividad enzimática, puesto que se encontró que ambos 

macrociclos podrían estar uniéndose al sitio activo de la enzima.  Sería muy conveniente generar 

modelos con todos los posibles isómeros tanto de la sulfoftalocianina de Hierro (III), así como de la 

especie libre y determinar cuál de estos isómeros tendría la mayor afinidad a lisozima.  

Realizar estudios de dicroísmo circular, para determinar si en la asociación de las sulfoftalocianinas 

con lisozima existen cambios conformacionales.  

Establecer el efecto del pH sobre la asociación lisozima-sulfoftalocianinas, en un intervalo de pH 

en que los macrociclos presenten carga neutra. Para determinar tanto experimentalmente, como 

computacionalmente, si la interacción es principalmente de carácter electrostático.     
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Apéndice  

Ecuación de Stern-Volmer 

Supongamos que una molécula M absorbe luz, pasando a un estado excitado M* 

Absorción  

𝑀 + ℎ𝜐 ⟶ 𝑀∗     𝑣𝑒𝑙𝑜𝑐𝑖𝑎𝑑 =
𝑑[𝑀∗]

𝑑𝑡
= 𝑘𝑎[𝑀]                         [5.1] 

Donde h es la constante de Planck y υ es la frecuencia. La velocidad a la que se forma M*, 

d[M*]/dt, es proporcional a la concentración de M. La constante de velocidad ka, depende de la 

intensidad de iluminación y la absortividad de M. 

Después de la absorción M*, puede emitir un fotón y volver al estado fundamental 

Emisión  

𝑀∗ ⟶ 𝑀 + ℎ𝜐        𝑣𝑒𝑙𝑜𝑐𝑖𝑎𝑑 = −
𝑑[𝑀∗]

𝑑𝑡
= 𝑘𝑒[𝑀∗]                  [5.2] 

 

La velocidad a la que desaparece M* es proporcional a la concentración de M*. La molécula 

excitada también puede perder energía en forma de calor  

Desactivación  

𝑀∗ ⟶ 𝑀 + 𝑐𝑎𝑙𝑜𝑟    𝑣𝑒𝑙𝑜𝑐𝑖𝑎𝑑 = −
𝑑[𝑀∗]

𝑑𝑡
= 𝑘𝑑[𝑀∗]               [5,3] 

 

Otra posibilidad es que la molécula excitada transfiere energía a otra molécula, llamada 

desactivador (quencher Q), que pasa así a un estado excitado Q* 

Apagamiento  

𝑀∗ + 𝑄 ⟶ 𝑀 + 𝑄∗    𝑣𝑒𝑙𝑜𝑐𝑖𝑎𝑑 = −
𝑑[𝑀∗]

𝑑𝑡
= 𝑘𝑞[𝑀∗][𝑄]         [5,4]  

El desactivante puede perder su exceso de energía en procesos muy variados. En condiciones de 

iluminación constante, el sistema prono alcanza un estado estacionario, en la cual la 
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concentración de M y M* permanecen constantes. En el estado estacionario la velocidad de 

formación de M* es igual a la velocidad de desaparición de M*. La primera es  

 

Velocidad de formación de M* 

𝑀∗ =
𝑑[𝑀∗]

𝑑𝑡
= 𝑘𝑎[𝑀]                                                                               [5.5] 

La velocidad de desparición de M* es la suma de las velocidades de emisión, desactivación y 

apagamiento.  

 

Velocidad de desaparición de M* 

 

𝑀∗ = 𝑘𝑒[𝑀∗] + 𝑘𝑑[𝑀∗] +  𝑘𝑞[𝑀∗][𝑄]                                      [5.6]    

 

Igualando velocidad de aparición y desaparición en el estado estacionario  

 

 𝑘𝑎[𝑀] = 𝑘𝑒[𝑀∗] + 𝑘𝑑[𝑀∗] +  𝑘𝑞[𝑀∗][𝑄]                                           [5.7] 

 

Definimos el rendimiento cuántico de emisión de M* como el cociente de la velocidad (intensidad) 

de emisión entre la velocidad de absorción. En ausencia de desactivante, este rendimiento 

cuántico se presenta por 

Φ0 =
𝑓𝑜𝑡𝑜𝑛𝑒𝑠 𝑒𝑚𝑖𝑡𝑖𝑑𝑜𝑠 𝑝𝑜𝑟 𝑠𝑒𝑔𝑢𝑛𝑑𝑜 

𝑓𝑜𝑡𝑜𝑛𝑒𝑠 𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑑𝑜𝑠 𝑝𝑜𝑟 𝑠𝑒𝑔𝑢𝑛𝑑𝑜 
=

𝑣𝑒𝑙𝑜𝑐𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑑𝑒 𝑒𝑚𝑖𝑠𝑖ó𝑛 

𝑣𝑒𝑙𝑜𝑐𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑑𝑒 𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑐𝑖ó𝑛 
=

𝑘𝑒[𝑀∗]

𝑘𝑎[𝑀]
     [5,8] 

 

Sustituyendo valor de ka [M] de 3.77 y haciendo Q igual a cero, se obtiene una expresión del 

rendimiento cuántico en el estado estacionario 

Φ0 =
𝑘𝑒[𝑀∗]

𝑘𝑒[𝑀∗] + 𝑘𝑑[𝑀∗] +  𝑘𝑞[𝑀∗][0] 
=

𝑘𝑒

𝑘𝑒 + 𝑘𝑑  
                             [5,9] 

 

Si Q es diferente de cero el rendimiento cuántico es  
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Φ =
𝑘𝑒[𝑀∗]

𝑘𝑒[𝑀∗] + 𝑘𝑑[𝑀∗] +  𝑘𝑞[𝑀∗][𝑄] 
=

𝑘𝑒

𝑘𝑒 + 𝑘𝑑 + 𝑘𝑞 [𝑄]
              [5,10] 

  

En los experimentos de apagamiento de fluorescencia, la emisión se mide tanto en ausencia como 

en presencia de desactivante.  

 

Φ0

Φ
=

𝑘𝑒 + 𝑘𝑑 + 𝑘𝑞 [𝑄]

𝑘𝑒  + 𝑘𝑑
 = 1 + (

𝑘𝑞

𝑘𝑒 + 𝑘𝑑
) [𝑄]                                       [5.11]    

 

Finalmente se llega a la ecuación de Stern-Volmer  
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Determinación espectrofluorometrica de la constante de unión Proteína-

ligando.  Modelo de ajuste para un sitio de unión independiente  

 

Para efectos comparativos se realizó el ajuste de los datos obtenidos por fluorescencia con un 

modelo para un sitio de unión independiente [56], en el cual se utiliza la siguiente ecuación, para 

obtener la constante de unión a las diferentes temperaturas empleadas 

𝑦 = (
𝑎

2𝑐
) [𝑐 + 𝑥 + 𝑏) − √(𝑐 + 𝑥 + 𝑏)2 − 4𝑐𝑥 

Donde y= 1- (F /Fo), a es la fracción de saturación, b la constante de disociación del sistema 

lisozima-sulfoftalocianinas, c la concentración total de sitios de unión y x la concentración de 

ligando total en cada punto de la titulación. A continuación, se muestran las gráficas obtenidas con 
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dicho modelo.   

Fig. 1 Titulación fluorométrica para el sistema a) lisozima-µ-(OH)TSPC y b) lisozima-H2TSPc . La 

concentración de los macrociclos están en moles L-1 

Se encontró que los datos se ajustaron consistentemente a dicho modelo, con altos valores de R2 

ver la siguiente tabla, reiterando que la unión en el sistema de estudio es del tipo P+L = PL.   

 

Se observa que las constantes de unión determinadas por este método son más grandes para el 

caso de la sulfoftalocianina libre, sin embargo, se mantiene la misma tendencia obtenida con el 

modelo de Stern-Volmer, es decir la constante de unión disminuye conforme aumenta la 

temperatura. Para el caso de la sulfotalocianina de hierro se observa una disminución importante 

de la constante de unión para las temperaturas de 17.2 y 35 °C, para el caso de la temperatura de 

25 °C, esta aumenta cerca del doble con dicho modelo. Se distingue un cambio sustancial en el 

sentido que no se mantiene ninguna tendencia con respecto al modelo de Stern-volmer.  Por lo 

que sería importante analizar la interacción del sistema de estudio bajo las condiciones 

exprimentales, para el correcto uso de este modelo matemático.  

 

 

 

 T ⁰C n Ku x 10-5 mol L-1 R2 *Gu  

kJ/mol 

Ku x 10-5 

mol L-1 

[56] 

R2 

Lis- H2TSPc 25  0.09 1.00  0.02 1.823 0.9931 -30.02 2.57 0.9987 

 35  0.25 

42.5  0.32  

0.97  0.02 

0.89  0.02 

0.815 

0.212  

0.9936 

0.9929 

-28.90 

- 26.14 

1.75 

1.17 

0.9927 

0.9997 

 

Lisozima--
(OH)FeTSPc 

17.2  0.06 

25  0.07 

1.10  0.33 

1.07  0.01 

5.780  

4.384  

0.9915 

0.9983 

-32.03 

-32.20 

1.27 

8.06 

0.9987 

0.9997 

 35  0.08 

42.5  0.23 

1.03  0.01 

0.99  0.01 

2.454  

1.778  

0.9993 

0.9969 

-31.80 

-31.72 

1.46 

1.93 

0.9999 

0.9986 
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