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Resumen

Con el fin de utilizar especies macrociclicas tetrapirrdlicas en aplicaciones médicas, se investigaron
las interacciones de la albumina de suero bovino (BSA) con tetraquis-para-carboxifenil-porfirina H2T
(p-COOH)PP y clorina e6 (Ce6) en diferentes condiciones de temperatura y pH por espectroscopia
de fluorescencia y espectroscopia de absorcion UV-VIS y contrastando estos resultados con estudios
de acoplamiento molecular. Los valores de las constantes de unién (Kb) a tres temperaturas
diferentes se calcularon utilizando la ecuacién modificada de Stern-Volmer. El cambio de entalpia
(AH) y el cambio de entropia (AS) se determinaron con base en la ecuacién de van't Hoff. Los
resultados de fluorescencia indicaron que el apagamiento estatico es el proceso dominante como
resultado de la formacién de los complejos BSA-TCPP y BSA-Ce6. El analisis termodindmico indicé
gue los puentes de hidrégeno vy las interacciones de van der Waals son las fuerzas intermoleculares
predominantes en el proceso de union para estabilizar los complejos BSA-H,T (p-COOH)PP y BSA-
clorina e6. El acoplamiento molecular sugiere que el posible sitio de unién de las dos especies
macrociclicas en BSA ocurre en la vecindad del residuo de Trp 134. El estudio de modelado

molecular confirmé ademas las fuerzas de interaccidén determinadas experimentalmente.

Abstract

In order to use tetrapyrrolic macrocyclic species in medical applications, the interactions of bovine
serum albumin (BSA) with tetrakis-para-carboxyphenyl-porphyrin (H2T(p-COOH) and chlorin e6
under different conditions of temperature and pH was investigated by fluorescence spectroscopy
and UV-VIS absorption spectroscopy and contrasted with molecular docking study. The binding
constants (Kb) values at three different temperatures were calculated using the modified Stern-
Volmer equation. The enthalpy change (AH) and entropy change (AS) were determined based on
the van’t Hoff equation. The results of fluorescence indicate that the static quenching is the
dominant process as a result of the formation of the BSA-TCPP complex. In the case of the BSA-Ce6
complex, static quenching was confirmed also. Thermodynamic analysis indicated that hydrogen
bonds and van der Waals interactions were the predominant intermolecular forces in the binding
process to stabilize the BSA-TCPP and BSA-Ce6b complex. Molecular docking suggests the probable

binding site of the two macrocyclic species at BSA occurs in the vicinity of the residue of Trp 134.



Molecular modeling study further confirmed interactions in the binding mode obtained

experimentally.

Introduccion

La descripcidon cuantitativa de procesos bioldgicos es una de las principales areas de
investigacion en las ciencias de la vida; tanto en fisiologia, bioquimica y biologia celular o molecular.
Entre ellos el reconocimiento molecular, por ejemplo, entre proteinas y ligandos a través de
asociaciones no covalentes tiene un papel fundamental virtualmente en todos los procesos
bioldgicos. Un rubro de aplicacion donde adquiere gran relevancia es en la busqueda y desarrollo
de nuevos compuestos farmacéuticos y en sus etapas posteriores enfocadas al estudio de
pardmetros farmacocinéticos como: la absorcién o distribuciéon enddgena, esta ultima es mediada
por proteinas plasmaticas, lo que significa que estas condicionan la poblacién de moléculas de
farmaco libres que lleguen a las células diana. La mayoria de los farmacos son transportados al sitio

diana (blanco), ya sea por albimina de suero humano (ASH) o lipoproteinas de baja densidad [1]

La ASH es una proteina multifuncional la cual presenta una extraordinaria capacidad parala
union reversible de una vasta cantidad de ligandos [2]. La capacidad de uniéon de ASH varia
ampliamente para diversos ligandos, por ejemplo, existen hasta siete sitios de unién para acidos
grasos de cadena larga, en contraste solo existe un solo sitio de unién primario para compuestos
como bilirrubinas o heminas [3]. Generalmente, las interacciones débiles originan un corto tiempo
de vida o una pobre distribucidon, mientras que a mayor fuerza de unién decrece la concentracién
del farmaco libre en plasma [4]. Debido a esto, diversos estudios en este aspecto pueden
proporcionar informacidn sobre las caracteristicas estructurales que determinan la efectividad
terapéutica de los farmacos y estandarizar los procesos de escaneo de estos y el establecimiento de

dosis limite.

En este sentido, el estudio de las interacciones no covalentes entre proteina-ligando es de caracter
lapidario en el proceso de selecciéon y formulacion de nuevos agentes terapéuticos. Dichas
interacciones son gobernadas por la termodindmica quimica, por lo que es posible determinar las
fuerzas involucradas que intervienen en este proceso, es decir, mediante; la formacién de puentes
de Hidrégeno, fuerzas de van der Waals, interacciones electrostdticas y contactos hidrofébicos
principalmente  [5-6]. Estas interacciones intermoleculares pueden determinarse

experimentalmente por métodos espectroscdpicos o por calorimetria de titulacidn isotérmica [7] y



computacionalmente por calculos de energia libre o estudios de acoplamiento molecular del cual se

hablara en detalle mas adelante.

Experimentalmente existen una gran variedad de técnicas como: la cristalografia de rayos-
X, resonancia magnética nuclear, NMR, rayos-X de bajo angulo [8-9], o preferencialmente
calorimetria de titulacién isotérmica etc. que pueden ser usadas para investigar diversos aspectos
de la interaccidn proteina-ligando [10]. Una de las técnicas experimentales mds reportadas en el
estudio de interacciones en sistemas bioquimicos se base en el apagamiento de fluorescencia, que
se presenta en la proteina cuando el ligando (ya sea una molécula pequena u otra proteina)
interaccionan [11]. Los datos asi obtenidos pueden tratarse con diferentes modelos experimentales;
como el de Stern-Volmer, Scatchard [12-13], entre otros, para determinar la constante de unién Ku,
y a partir de esta, determinar los distintos pardametros termodindmicos AHu y ASu involucrados en

dicho proceso, usualmente empleando el método de van Hoff [14].

Asi mismo, las técnicas experimentales en concomitancia con las herramientas computacionales
como el acoplamiento molecular nos proveen un mejor panorama de estudio en todos los procesos
inherentes a la interaccidén intermolecular en sistemas proteina-ligando [15]. En este trabajo se
estudié la interaccién de albumina de suero bovino BSA y dos macrociclos tetrapirrdlicos
estructuralmente relacionados, un derivado de tetrafenil porfirina: tetracarboxifenilporfirina y un
derivado de clorofila clorina e6, ambas especies con grupos carboxilo periféricos. Los estudios se
realizaron por espectroscopia UV-Vis y fluorescencia, asi mismo se llevaron a cabo estudios de

acoplamiento molecular para ambos sistemas de estudio.



Capitulo I: Antecedentes



1.1 Macrociclos Tetrapirrdlicos

Los macrociclos tetrapirrdlicos son una familia de moléculas de enorme relevancia para la
existencia de la vida, entre ellas destacan el grupo hemo de la hemoglobina, los citocromos, las
clorofilas y bacterioclorofilas y la Vitamina Bi,. Cuando se elucidd la estructura de este tipo de
moléculas a principios del siglo pasado se descubrié que su estructura se conforma de cuatro anillos
de pirrél formando un macrociclo, generalmente plano y con un sistema aromatico muy extenso. A
este grupo pertenecen las anteriores especies mas toda una gama de moléculas muy importantes
gue pueden ser enteramente sintéticas, como las ftalocianinas, naftalocianinas y

terabenzdporfirinas entre mucha otras [17].

1.1.1Porfirinas

Las porfirinas deben de ser una de las estructuras quimicas mas relevantes; que, junto con
los aminoacidos, nucledtidos, lipidos y carbohidratos forman un grupo de moléculas que podrian
considerarse pilares de la vida. Pero su importancia no solo recae en los sistemas biolégicos, hoy en
dia han sido pocas las areas de interés cientifico donde no se haya investigado el extraordinario
potencial de estos compuestos. La gran aplicabilidad de las porfirinas se debe principalmente a su
estructura quimica y en gran medida a los vastos patrones de sustitucién del ndcleo macrociclico
(figura 1.1) que permiten el disefio de una gran cantidad de derivados que pueden ir enfocados a

un drea de interés en particular.
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Figura 1.1 Estructura del nucleo de porfirina, patrones de sustitucion y principales analogos.



Quimicamente las porfirinas son moléculas ligantes tetradentadas, constituidas por cuatro
anillos de pirrol unidos mediante puentes metino (figura 1.2) [18]. Las porfirinas son compuestos
macrociclicos tetrapirrélicos aromaticos en los cuales 18 de los 22 electrones 1 intervienen en la
deslocalizacidon del anillo porfirico, esta caracteristica es responsable de sus particulares
propiedades dpticas y espectroscdpicas [17-18]. El espectro de absorcién de las porfirinas comunes
es caracterizado por la presencia de una fuerte banda de absorcidn en la regién UV-visible cercana,
conocida como banda de Soret que aparece entre 400 y 430 nm. Esta es acompaiada por un
conjunto de bandas llamadas Q de mads baja intensidad, las cuales aparecen en el intervalo de los

500 a 700 nm y son responsables de sus colores distintivos.

Figura 1.2. Estructura tridimensional de tetrafenilporfirina H.TPP, se observa la planaridad del
nucleo porfirinico

El nucleo porfirinico (figura 1.3) provee un sitio vacante para la incorporacién o coordinacion
con metales. Con muy pocas excepciones el dianidn porfirinato (figura 1.3b) actia como un ligante
tetradentado para iones metalicos. De esta manera, la mayoria de los metales que se coordinan con
porfirinas forman complejos con estequiometria 1:1, aunque el Na, Ky Li forman complejos 2:1 en
el cual el 4&tomo metdlico estd incorporado ligeramente por debajo y encima del plano del
macrociclo porfirinico. Asi mismo se pueden generar complejos de estequiometria 1:2, o tipo
sandwich con los cationes de mayor radio idnico con algunos actinidos [19]. Las metaloporfirnas en

asociacion con proteinas globulares realizan varias de las funciones vitales en los organismos vivos,



por ejemplo, en el transporte de oxigeno a la sangre y a los tejidos [20] también se encuentran en

otras estructuras de igual importancia bioldgica como: en las clorofilas, citocromos y vitamina

Porfirina Dianidn porfirinato

Figura 1.3. A) Nucleo porfirinico y b) dianién porfirinato

La modificacién controlada o especifica del nucleo basico de una porfirina (figura 1.3), la
cual mantenga esencialmente sus caracteristicas de aromaticidad puede resultar en el disefio de
muchos sistemas con propiedades espectroscdpicas muy interesantes [18]. Por ejemplo, porfirinas
con sustituyentes hidrofilicos son disefiadas para mejorar la solubilidad en medios acuosos vy
permeabilidad en membrana para aplicaciones en medicina. Las porfirinas que se usan para el
diseio de celdas solares requieren puentes donadores o aceptores en ciertas posiciones del nucleo
macrociclico. Para estudios de energia y transferencia de carga, los oligémeros de porfirinas con
adecuados gradientes de potencial son requeridos para tal efecto [19]. En las recientes décadas, ha
habido un gran auge en la sintesis y estudio de las propiedades de analogos estructurales de
porfirinas como: porfirinas expandidas, contraidas e isoméricas, debido a que estos cambios o
modificaciones estructurales modulan de forma importante sus propiedades dpticas, redox y de

coordinacion [21-23].



En investigacion médica especialmente en terapia fotodindmica (TFD), el uso de porfirinas
se ha enfocado principalmente en el desarrollo de agentes fotosensibilizadores (FSs), en ese sentido
el disefio molecular de porfirinas se ha encauzado a incrementar su solubilidad en agua y la
permeabilidad en membrana mediante la incorporacion de grupos funcionales ionizables
principalmente catidnicos, asi como en mejorar la selectividad hacia células cancerigenas en

comparacion a los FSs mds prometedores [24].

Las porfirinas y las ftalocianinas son los fotosensibilizadors mas eficientes y comunes que se
emplean en estudios de TFD, esto es debido a que estas moléculas poseen caracteristicas intrinsecas
muy importantes como; fuerte absorcién en la regién visible del espectro electromagnético, largos
tiempos de vida en el estado triplete-excitado y una eficiente fototoxicidad hacia células
cancerigenas. La TFD también se ha aplicado a enfermedades no oncoldgicas; como en el
tratamiento para la degeneracidon macular asociado a la edad, crecimiento del cabello, acné o
psoriasis. La TFD tiene varias ventajas en comparacion a la terapia convencional, es decir que el
tratamiento es selectivo dado que solo se trata una zona especifica via irradiacion de luz, es un
tratamiento no invasivo para aquellos tumores que pueden ser irradiados, de bajo costo y tienen

minimos efectos adversos [25].

Desde hace un par de décadas las porfirinas han sido objeto de estudio como agentes
fotosensibilizadores (Ft) para su empleo en terapia fotodinamica (TFD). Los fotosensibilizadores son
moléculas que pueden transferir su energia desde un estado excitado triplete a moléculas
circunvecinas de Oxigeno molecular, cuando son activados por luz de una longitud de onda
especifica (entre los 650 a 700 nm) [26]. La transferencia de energia subsecuente coadyuva a la
formacidon de Oxigeno singulete (10?) y otras especies reactivas de Oxigeno citotdxico que permiten
la degradacion de células cancerigenas mediante apoptosis o necrosis. ldealmente, se espera que
un fotosensibilizador tenga la caracteristica de acumularse en el tejido tumoral y de manera rapida
removerse del tejido normal o sano [27-28]. En la figura 1.4 se muestran dos de los principales

derivados de porfirinas empleados en el ambito de la TFD.



Clorina Bactereoclorina

Figura 1.4. Estructura de los principales derivados de porfirinas empleados en estudios relacionados a la
TFD

Recientemente se ha demostrado que la presencia de halégenos en algunas porfirinas,
modulan sus propiedades fisicoquimicas y farmacocinéticas, lo cual mejora su efectividad en TFD y
ademas se han empleado como agentes de contraste en la fotodeteccion del cancer [28-29]. El uso
de compuestos de origen natural como hematoporfirinas y clorofilas [30-31], ha permeado un gran
interés en aplicaciones vinculadas a la terapia fotodinamica, sin embargo, su uso se ha visto muy
limitado debido a que, por ejemplo, las clorofilas son insolubles en agua y ademds muy inestables
ya que presentan degradacién oxidativa en presencia de luz, acidos, bases, alcoholes y
desmetelacién por 4cidos. Por tal motivo, su formulacion farmacéutica se ve muy restringida, sin
embargo, el nucleo porfirinico de las clorofilas puede proveer una estructura base promisoria para
la construccion de nuevas moléculas con mayor estabilidad. En esa instancia tales modificaciones
no deben alterar el sistema resonante de electrones, el cual es responsable del espectro visible tan
caracteristico que presentan estds moléculas. Algunos de los derivados de clorofila que han sido

estudiados para este propésito son; Chlide a, Pheide a, Feofinita, feoforfida y bacterioclorofilas [32].

Es bien conocido [33] que la mayoria de los fotosensibilizadores basados en estructuras
porfirinicas adolecen de ciertas propiedades importantes que condicionan su uso en medicina como
son; su pobre solubilidad en agua, biodisponibilidad, biodistribucion y especificidad a las células
blanco. En ese sentido, en la actualidad se han propuesto una gran cantidad de técnicas que
permiten mejorar alguna de estas caracteristicas. Por ejemplo, se han hecho algunas propuestas
que han tenido éxito formando complejos de porfirinas con liposomas, ciclodextrinas, dendrimeros

entre otros.



1.2 Bioconjugados

Recientemente se han propuesto bioconjugados (union covalente entre una porfirinay una
biomolécula, especialmente proteinas) figura 1.5 de porfirinas sobre todo con anticuerpos que han
permitido incrementar sus aplicaciones en medicina, por ejemplo, en la construccion de agentes
altamente selectivos para imagenologia, para la detecciéon del cdncer y en el monitoreo de la
distribucidon de una biomolécula in vivo [25]. En el caso de TFD en la exploracion de técnicas que
aumentan de forma sustancial la selectividad hacia células tumorales y sistemas de acarreo
enddgeno. Muchos de los bioconjugados reportados involucran derivados de porfirinas que estan
basados en estructuras de origen natural; como hematoporfirinas, clorinas, bactereoclorinas. Entre
otras muchas porfirinas, las especies coordinadas con Fe [24], Sn [25], Indio-111 [26] han mostrado

buenos resultados en pruebas con distintos tipos de cancer.
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Figura 1.5. Esquema basico de bioconjugacidn con los reactivos EDC o NHS

1.3 Uso de nanoestructuras

Otra de las estrategias que se puede mencionar es; el uso de nanoparticulas inorganicas; en
el cual los fotosensibilizadores se pueden encapsular, dispersar por medio de diferentes
interacciones intermoleculares (por ejemplo, electrostaticas) o funcionalizar la superficie de las
nanoparticulas para la unién covalente con las moléculas de interés [34-35]. Este tipo de técnicas
permiten mejorar la dispersibilidad de los Ft en medios acuosos vy, por lo tanto, la factibilidad de
generar una mayor poblacion de moléculas de fotosensibilizador que llegan a las células diana. Entre
las diferentes nanoparticulas, se encuentran los compuestos de silice, especialmente las de SBA-15,
que ademas ha sido utilizado para encapsular compuestos insolubles en agua, tales como farmacos
y pigmentos organicos para imagenologia, y como sistemas de liberacion controlada [36]. De uso

extendido también se encuentran las nanoparticulas de 6xidos de Hierro [37], Oro y Plata [38]. En



este rubro, la encapsulacion de porfirinas principalmente de tipo apolares en nanopdrticulas de
liposomas ha sido una estrategia muy conveniente para mejorar la biodistribucién de estas

moléculas [39-41].

1.4 Clorofilas y derivados
Probablemente uno de los sistemas bioinorganicos mas relevantes son aquellos que
contienen iones metadlicos y ligantes porfirinicos. Por ejemplo, el sistema tetrapirrélico en la clorofila
es un derivado de porfirina. La estructura base de la molécula de clorofila es un nucleo porfirinico,
que consta de cuatro anillos de pirrol coordinado con un 4tomo de Magnesio Mg?*y fusionado con

un anillo de cinco miembros en los carbonos 5 y 6 de dicho nucleo (figural.6).

Fitol

Figura 1.6. Estructura base y patron de numeracion de la clorofila a

Las clorofilas son una clase de compuestos que se encuentran en gran abundancia en la
naturaleza, que en concomitancia con otros pigmentos como los carotenos y bacterioclorofilas son
las estructuras principales que intervienen en los procesos de la fotosintesis [42-43]. Las clorofilas
absorben luz roja de baja energia (~¥700 nm) y la frecuencia exacta depende de los sustituyentes
presentes en dicha molécula. La fotosintesis emplea diferentes clorofilas para absorber de manera
eficiente la luz solar y posteriormente llevar a cabo las subsecuentes reacciones fotoquimicas [44].
En las plantas verdes existen dos sistemas fotosintéticos. Los dos difieren en el tipo de clorofila que
estd presente y de las especies coadyuvantes que procesan la energia captada del fotén. Dicha

absorcion tiene dos funciones:



1) La energia puede pasar a través del sistema clorofilico y ser utilizada en la
fotosintesis.

2) Puede proteger el sistema biolégico de ser dafiado fotoquimicamente [45].

Finalmente, la energia luminosa absorbida por el complejo fotosintético es convertirla en
“energia quimica”, mediante la formacidn de compuestos Utiles como fuentes de energia

(carbohidratos)

Las clorofilas tienen altos coeficientes de absortividad molar. En general presentan dos
bandas principales de absorcidon: una banda Q en la zona roja del espectro electromagnético que
dependiendo del tipo de clorofila se observa en el intervalo de los 626-706 nm y una banda de Soret
en el intervalo de los 406-578 nm. La remocion del atomo de Magnesio en el ndcleo tetrapirrdlico
resulta en un derivado; feofitina (Pheo), el cual presenta un caracter aun mas hidrofébico que su
precursor. Los complejos de porfirina con cationes divalentes como Zn?* y Cu?*, son conocidas como
clorofilas transmetaladas, las cuales presentan gran estabilidad: tanto en medio acido, asi como a
fotoestabilidad comparados a la clorofila original de Magnesio. Los derivados de la clorofila, sin los
grupos éster o sin el grupo fitol y sin el tomo de Magnesio se nombran clorofilidas y forbidos,
respectivamente [46-48].Se conocen 5 clases de clorofila (figura 1.7), pero comprenden un grupo
de derivados de mds de 50 pigmentos tetrapirrélicos con elementos estructurales y funcionales en

comun [49].
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Figura 1.7. Estructura quimica de las diferentes clorofilas

Las cinco diferentes clorofilas muestran distintas propiedades de absorcion en el
Ultravioleta visible [50]. La clorofila f tiene una estructura similar a la clorofila a, con la excepcion
qgue en el carbono 2 posee un grupo formil en vez de un grupo metilo. Esta diferencia causa un
cambio del méximo de absorcidn de la banda Q a longitudes de onda mas grandes de 665 nm en

clorofila a 707 nm en clorofila f [51].

Las propiedades fotoquimicas que presentan estos pigmentos naturales, han despertado el
interés de varios investigadores por la extraccion de estas moléculas de diferentes fuentes
naturales, principalmente para el desarrollo de trabajos sobre fotosensibilizacidn, propiedades
Opticas, sensores, etc. La aplicacion de estos pigmentos y sus derivados en la terapia fotodinamica
TFD fue propuesta desde 1942 por Snyder, pero fue hasta 1987 que derivados de feoforbidos se
plantearon y se usaron en TFD. Por tal motivo han recibido gran atencién y se han propuesto como
prometedores agentes para el tratamiento fotodinamico de algunas formas de cancer y psoriasis
[49]. Para tal efecto los derivados de clorofila también se han bioconjugado especialmente con

anticuerpos. En la figura 1.8 se muestra la estructura quimica de dos de sus derivados.



Feoforbida Bactereoforbida

Figura 1.8. Estructura de dos de los principales sus principales derivados de clorofila estudiados en TFD.

1.4.1 Uso de derivados de clorofila o similares en TFD

El uso de compuestos de origen natural como hematoporfirinas y clorofilas , ha permeado
un gran interés en aplicaciones vinculadas a la terapia fotodinamica TFD, sin embargo, su uso se ha
visto muy limitado debido a que, por ejemplo, las clorofilas son insolubles en agua (La alta
hidréfobicidad se debe principalmente al anillo porfirinico, ademds la cadena de fitol causa
agregacion en medio acuoso y por lo tanto aumenta su hidréfobicidad) y ademads son quimicamente
inestables ya que presentan degradacion oxidativa en presencia de luz, acidos, bases, alcoholes y
desmetelacién por acidos [47-48]. Por tal motivo, su formulacién farmacéutica se ve muy
restringida, sin embargo, el nucleo porfirinico de las clorofilas puede proveer una estructura base
promisoria para la construcciéon de nuevas moléculas con mayor estabilidad. En esa instancia tales
modificaciones no deben alterar el sistema resonante de electrones pi, el cual es responsable del
espectro visible tan caracteristico que presentan estas moléculas. Algunos de los derivados de
clorofila que han sido estudiados para este propdsito son; Chlide a, Pheide a, Feofinita, feoforfida y
bacterioclorofilas debido principalmente a que presentan caracteristicas importantes tales como

altos tiempos de vida en el estado excitado y alta generacion de Oxigeno singulete [52-53] .

Es bien conocido que, en un amplio numero de disolventes polares, la clorofila a esta
presente como un mondmero solvatado. Tras la adicion de agua, esta remplaza el disolvente
alrededor del atomo de Magnesio permitiendo la formacién de agregados. El nimero de hidratacién
y el estado de agregacidn dependen de: la cantidad de agua, la naturaleza del disolvente orgdnico y
la concentracidn del pigmento [54-55]. La agregacién de clorofilas es un fendmeno bien

documentado y ha sido estudiada en una gran diversidad de mezclas: disolventes orgdnicos y agua,



en medios no polares, en la presencia de polimeros solubles en agua, tales como alcohol polivinilico
y peliculas poliméricas. También se ha estudiado el estado de agregacidn en complejos con
proteinas ya que se ha visto exhiben cambios espectrales debido a este fendmeno [55]. Cambios

gue afectan de manera importante sus propiedades de fotosensibilizacion.

Los tensoactivos son de uso frecuente para estabilizar moléculas hidrofébicas en medio
acuoso. En aplicaciones clinicas y farmacéuticas los tensoactivos poliméricos neutros como el Tween
80 o Pluronic son usados ampliamente debido a su baja toxicidad. Por ejemplo, la forma de la
clorofila dihidratada (agregada) a la monohidratada (mondmero) es rapidamente revertida por la
adiciéon de triton x-100, inclusive en concentraciones bajas del tensoactivo, por debajo de la
concentracién micelar critica. El uso de ciclodextrinas se ha empleado también para mejorar la

solubilidad de las clorofilas hidrofdbicas via la formacién de complejos de inclusién [56-57].

1.5 Albumina de suero bovino

Debido a que en el presente proyecto de doctorado se planteé el estudio de macrociclos
tetrapirrdlicos con Albumina de suero bovino, se avanzé notoriamente en los experimentos
realizados con derivados de clorofila a y tetrafenilporfirinas. En ese sentido el estudio de las
interacciones entre proteinas transportadoras como albuminas y fotosensibilizadores basados en
tetrafenilporfirinas o derivados naturales, son protocolos necesarios para entender y mejorar las

propiedades de unién basado en el analisis de dichas interacciones.

La albumina de suero bovino BSA es la o una de las proteinas mas estudiadas. Su estructura
primaria fue dilucidada principalmente por Brown y colaboradores en 1974. La BSA es una proteina
transportadora, compuesta por 583 aminoacidos, con estructura de a-hélice y un peso de 66 kDa.
Estructuralmente se compone de nueve loops que conectan tres dominios homadlogos (figural.9),
los cuales consisten de los: dominios | (residuos 1-195), Il (196—383) y Il (384-585) [58-59]. Cada
dominio presenta dos subdominios denominados: A y B, de esta manera las albuminas se
estructuran en subdominios; IA y IB en el dominio I, subdominios IIA y 1IB en el dominio Il y
subdominio IlIA y IlIB en el dominio Ill. Las regiones terminales de los dominios secuenciales
contribuyen a la formacion de Inter dominios conectando los subdominios IB al 1A, y 1IB al llIA

respectivamente [60].



Figura 1.9. Estructura tridimensional de Albumina de suero bovino BSA, se especifican en color: los tres
dominios |, I y Il y la designaciéon de los seis subdominios correspondientes

La BSA tiene 17 puentes disulfuro; a pH neutro estos puentes se encuentran en la parte
interna de la proteina, por lo que no se encuentran expuestos al disolvente. Las uniones disulfuro le
proveen gran rigidez, sin embargo, también le permiten una modificacidn significativa en la formay
tamanio de la proteina bajo diferentes condiciones externas. Por ejemplo, en funcién del pH la BSA
presenta isomerizacién conformacional, intercambiando una forma compacta en forma de N a pH
neutro a una forma menos compacta en forma de F a pH 4 [61]. En funcidon del calentamiento, la
forma nativa de BSA llega a ser mas flexible y los residuos de Tyry Trp se encontraran mas expuestos
a ambientes polares. El desdoblamiento de BSA inducida por calentamiento en soluciones acuosas,
también causa agregacién. La velocidad de agregacion depende de la temperatura (iguales o
mayores a 60 °C), pH, concentracién de proteina, tiempo de incubacion y concentracién de sales

[62].

Unas de las caracteristicas de BSA y en general de las albuminas de mamiferos es su bajo

contenido en triptéfano (Trp), que tan solo estan presentes entre uno a dos residuos por proteina.



De igual manera, también es bajo el contenido de metionina (Met), asi como de glicina e isoleucina.
En cambio, los residuos de cisteina, leucina y aminodcidos polares como: acido glutamico, lisina son
abundantes. El gran nimero de residuos ionizables le confiere una alta carga neta a las albuminas,
por lo regular estan presentes 187 residuos ionizables a pH 7, lo cual es la razén principal de su alta
solubilidad. Sin embargo, los residuos acidos superan a los basicos y, por lo tanto, la BSA tiene una

carga neta negativa de entre -12 a-17 a pH 7 [63].

En general las albuminas son capaces de transportar una gran diversidad de compuestos
enddégenos, tales como acidos grasos, hormonas, acidos biliares, aminodcidos, vitaminas, metales,
etc. De esta forma la BSA facilita la transferencia y distribucidon de nutrientes esenciales y ademas
provee proteccidén al secuestrar metabolitos tdxicos para el organismo. La BSA también posee la
extraordinaria capacidad de unir y transportar una vasta cantidad de farmacos hacia los tejidos u
drganos diana. Las albuminas poseen dominios estructurales muy similares y cada uno de estos
dominios presentan diferentes propiedades de unién a ligandos [64]. La BSA posee seis sitios de
union a ligandos (I-VI), distribuidos a lo largo de toda la biomolécula, sin embargo, son dos los sitios
hidrofdbicos responsables de la fijacién de la gran mayoria de estos. Ambos son conocidos como

sitio | y sitio Il (figura 1.10), los cuales se localizan en el subdominio lIAy IIIA
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Figura 1.10. Cavidades cercanas al sitio Ill de BSA

Cada una de las cavidades de la BSA mostradas en la Figura 1.10, se componen de una serie
de residuos que son importantes para que se establezca la union a ligandos. Los residuos
correspondientes a la cavidad 1 son Lys 20, Leu 24, Phe 36, Asp 37, Val 40, Asn 44, Lys 131, y Trp
133. La cavidad 2 esta conformada por Leu 115, Pro 117, Leu 122, Lys 136, Tyr 137, Glu 140, Ile 141,
Tyr 160, lle 181, Met 184, Arg 185 y Val 188. Finalmente, la cavidad 3 la forman los residuos Ser 109,
Asp 111, Leu 112, Leu 115, Lys 116, lle 141, Arg 144, His 145, Glu 424 y Arg 458 [65].

En particular el sitio I, es una cavidad grande e hidrofdbica que puede albergar varios

farmacos al mismo tiempo. Este sitio es predominantemente apolar y estd formado por una cadena



hidrofdbica que contiene dos ramificaciones de residuos polares; la primera en |la parte interna de
la cavidad, donde se encuentran los residuos de Tyr 150, His 242, Arg 257 y la otra en la parte externa
cerca de la apertura de la cavidad, en donde estan presentes los residuos: Arg 222, Arg 218, Lys 199
y Lys 195 [66]. Se conoce bastante bien que el Sitio | permite fijar ligandos heterociclicos
voluminosos y anidnicos, por ejemplo, moléculas como Warfarina. El sitio Il corresponde a una
cavidad dentro del subdominio IIA, donde se fijan indoles-benzodiazepinas. Esta cavidad estd
rodeada por cadenas laterales hidrofébicas. Los ligandos que se unen al sitio Il, son farmacos con
grupos carboxilicos aromaticos cargados negativamente, tales como ibuprofeno, acido flufenamico,

diflunisal y diazepam.

La BSA se utiliza como una biomolécula sonda para estudiar las interacciones farmaco-
receptor, ya que esta comparte 76% de homologia estructural con HSA. La BSA contiene dos
residuos de Trp, uno ellos localizado en el subdominio IIA Trp-213 y el otro en el subdominio IA Trp
134 que se emplean como sondas para monitorear o investigar las interacciones con farmacos, ya

gue son los principales residuos que le confieren emisién de fluorescencia a la BSA [66].

Las albuminas son sintetizadas y secretadas en el higado, en donde se produce a velocidades
de 0.7 mg/h, alrededor de 10 a 15 g diarios. Por lo cual, representan del 55 al 60% del total de las
proteinas séricas. Las albuminas no son almacenadas en el higado, asi tan pronto como son
sintetizadas se liberan al torrente sanguineo y sorprendentemente tienen un tiempo de vida media
en humanos de entre 19 a 21 dias. Ademas de su funcién de multi-trasportador de ligandos tanto
enddgenos como exdgenos, las albuminas tienen otras funciones fisioldgicas, entre ellas: mantener
la presidon osmoética de la sangre, es un importante antioxidante y posee propiedades enzimaticas,
ademas de que es una biomolécula relevante en estudios atinentes al desdoblamiento de proteinas

[67-68].

Debido a que la BSA es un transportador natural de ligandos hidrofébicos y anionicos,
aunado a la ventaja de esta proteina de no ser eliminada o degradada por el organismo, hacen de
la BSA una proteina sonda para estudiar el transporte de una vasta diversidad de moléculas
exogenas, por lo cual se propone en este proyecto el estudio de la interaccion por métodos
espectroscopicos de los sistemas BSA-macrociclos terrapirrdlicos, junto con la incorporacion de
estudios in sillico de acoplamiento molecular: rigido y flexible para en dado caso que se exista
interaccion, comprender a mayor detalle la naturaleza de las interacciones presentes en los sistemas

propuestos.



1.6 Acoplamiento molecular

El campo del acoplamiento molecular ha tenido un auge importante durante las ultimas tres
décadas [69] debido al advenimiento de la biologia estructural molecular y el descubrimiento de
farmacos a base de su estructura. Su crecimiento ha sido facilitado por los avances en el poder de
computo y al gran crecimiento y accesibilidad de encontrar estructuras de pequefias moléculas y

proteinas en bases de datos.

El acoplamiento molecular, es un procedimiento computacional (figura 1.11) que intenta
predecir las interacciones no covalentes, de macromoléculas (proteina-proteina) o mads
frecuentemente de proteinas (receptores) y pequefias moléculas (ligandos), partiendo de sus
estructuras libres [70]. El objetivo primigenio es entender y predecir las posibles interacciones
intermoleculares entre dos moléculas, tanto a nivel estructural; esto es, encontrando los modos de

union mas probables, asi como energéticamente prediciendo la afinidad de unidn [71]

P PL
[P] 0 [PL]

Ligando de interés

Determinacion de las mejores poses del
ligando en base a criterios energéticos y

Proteina de Interés .
geométricos

Figura 1.11. Esquema basico del acoplamiento molecular proteina-ligando

Los programas que realizan el acoplamiento generalmente usan funciones de simulacién o
puntaje [72]. Estas funciones estan basadas en métodos de mecdnica molecular que, a diferencia
de los métodos cuanticos, se basa en un modelo mecano clasico de la estructura molecular. En este
modelo, las moléculas son tratadas como un conjunto de atomos en el espacio, unidos entre si
mediante enlaces, gobernadas por un conjunto de potenciales mecano-cldsicos. Como consecuencia

directa del modelo anterior, la energia 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 nucleos. Los términos que componen la funcién energia pueden ser agrupados en [73-74]:

* Términos de valencia: asociados a movimientos de tensidn, flexion, torsién y flexion fuera

del plano. Son términos que dependen de los enlaces covalentes

* Términos de no valencia: son los términos que reflejan las interacciones a larga distancia
entre atomos no enlazados. Engloban las interacciones de van der Waals y las interacciones

electrostaticas.

* Términos cruzados: estos términos aparecen al considerar que los enlaces, angulos de
enlace y diedros en una molécula, no estan aislados, sino que pueden estar influenciados por los

atomos y grupos quimicos vecinos



Hipotesis: Es posible obtener sistemas estables a base de proteinas, como la Albumina de

suero bovino (BSA) con macrociclos tetrapirrdlicos, como las porfirinas o derivados clorofilicos
acoplados y la determinacién de sus propiedades espectroscépicas y termodindmicas para analizar

su viabilidad para el acarreo o liberacion controlada con fines médicos.
Objetivo general

Realizar un estudio de la asociacidn no covalente Albumina de suero bovino (BSA) con

macrociclos tetrapirrolicos como las porfirinas o derivados clorofilicos

Objetivos particulares:

Realizar un estudio de la asociacién no covalente Albumina de suero bovino (BSA) con

macrociclos tetrapirrolicos como las porfirinas o derivados clorofilicos

Objetivos particulares:

@ Sintetizar meso-tetrafenilporfirinas sustituidas con al menos uno de los siguientes grupos
funcionales: carboxilo, hidroxilo u amino, (H.T(p-COOH)PP, H,T(p-OH)PP, H,T(p-NH2)PP o
derivados que sean solubles en agua o disolventes polares

@ Extraer derivados clorofinilicos como: feofitina a o el correspondiente forfido

© Sintetizar derivados porfirinicos o clorofinilicos modificados en caso de no observarse

acoplamiento adecuado.

© Caracterizacion espectroscépica: UV-Visible, Infrarrojo, fluorescencia de los macrociclos

tetrapirrdlicos seleccionados
@ Caracterizar la interaccidon BSA-porfirinas por espectroscopia UV-Vis y fluorescencia

© Determinar la constante de unidn a al menos tres diferentes temperaturas y dos pHs



Determinar los pardmetros termodinamicos de unidn AH,, AS,, AG, para el sistema BSA-

porfirinas

Realizar una comparacion de los resultados de la interaccion de BSA-porfirinas

Analisis in silico de acoplamiento molecular para al menos una porfirina y BSA



Capitulo II: Experimentacion



2.1. Materiales y métodos

La caracterizacidn de las especies sintetizadas o extraidas se llevd a cabo por espectroscopia
UV-Vis en un espectrofotémetro Cary Varian modelo 500E en un intervalo de los 200 a 800 nm, los
espectros de fluorescencia se realizaron en un espectrofluorémetro K2 de ISS equipado con un bafio
para el control de temperatura, en ambos casos se utilizé una celda de recorrido dptico de 1 cm, los
analisis de IR se llevaron a cabo en un espectrofotometro IR perkin ElImer con transformada de
Fourie

2.1.1. Esquema desarrollo experimental

El desarrollo experimental se describe en forma general en el siguiente esquema:

VRN

Interaccion BSA-

Macrociclos
A W Extraccion de a de hojas de
, . . Estudio de | eraccion espinaca y preparacién
Sintesis de macrocilos BSA-macrociclos derivados

tetrapirrélicos selecciohados
S N L <N

Caracterizacion

] Espectroscopica UV-Vis , IR,
N

A Fluorescencia
Determin;{ 6n de los NS

Caracterizacion Espectroscopica UV- parameétros Espectroscopia de
Vis, IR, Fluorescencia termodinamicps de unidn fluorescencia

Ku, AH, AS, AG,
SN———

VRN RN

Efecto del pH sobre la
interaccion

T T _~

Se realizaron los estudios a
al menos tres diferentes
temperaturas

N N

Efecto de la temperatura

Se realizaron los estudios a
3 diferentes pH



2.1.2. Esquema Desarrollo computacional
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2.2. Sintesis y purificacion de tetra carboxiporfirina, HT(p-COOH)PP

La sintesis de tetrafenil porfirinas se llevd a cabo por el método de Adler [75]. Para la sintesis
de H,T(p-COOH)PP (figura 2.1) en 80 mL de acido propidnico, se agregaron 0.041 moles de 4-
carboxibenzaldehido, 2 equivalentes de propianato de sodio y se calentd a ebullicién.
Posteriormente se agregaron lentamente 0.045 moles de pirrol, la mezcla se dejé en agitacion
constante y a reflujo manteniendo la temperatura alrededor de los 120°C. La mezcla de reaccidn se
dejé en reposo y en refrigeracidn por 24 horas, posteriormente se filtrd. El sélido retenido se lavd
con alcohol isopropilico hasta que se observo una fraccion de color purpuray el filtrado fuera menos
denso, posteriormente se lavd con 150 mL de acetona o hasta que el filtrado fuera de color claro.
Se recolecté el sélido y se disolvié en 100 mL de acetona y 15 mL de alcohol isopropilico, se dejé en
agitacién por 2 horas y finalmente se filtrd, se obtuvo una cantidad pequefia de cristales de color
purpura. El filtrado se puso en ultrasonido por treinta minutos y se dejo en refrigeracion por 24

horas. Esta solucidn se filtré nuevamente y se redujo el volumen a 15 mL por destilacion simple, se



observd la precipitacion de cristales brillantes de color purpura. Finalmente, los cristales se

recolectaron por filtracion.

COOH

COOH
4,4'4" 4" «(porfirin-5,10,15,20-tetrail)acido tetrabenzoico

H,T(p-COOH)PP

Figura 2.1. Estructura de la meso-tetraquis para-carboxi-fenil porfirina, H,T(p-COOH)PP.

2.3 Sintesis y purificacion de tetrahidroxi fenilporfirina H:T(p-OH)PP

La sintesis H,T(p-OH)PP procedidé de la misma manera que en el caso de H,T(p-COOH)PP
(figura 2.2) . La mezcla de reaccién se dejé en reposo y en refrigeraciéon por 24 horas, una vez
transcurrido este lapso se filtrd. Al sélido retenido en el matraz, se agregaron 150 mL de
diclorometano, la solucién resultante es clara, pero con fuerte olor caracteristico a acido propidnico.
La porfirina se extrajo con 250 mL de acetato de etilo, esta solucién se mantuvo en agitacién por
dos horas. A esta solucidn se agregaron 150 mL de agua destilada y se dejé en agitacién por 2 horas
mas. Posteriormente se extrajo la fase organica y se redujo el volumen a 25 mL por destilacidn
simple. La solucién se vertié en una columna de silica gel regulada con etanol, la porfirina se eluyé
con acetato de etilo, se recolectd la fraccidn purpura. El volumen de esta solucion se redujo
completamente por destilacién simple y el sélido con un brillo color verde se disolvié en la menor
cantidad de acetona, el disolvente se evaporé en una parrilla y se observd la aparicion de un sdlido
morado. El sélido resultante, se disolvié en la menor cantidad de acetato de etilo y se vertié en una
columna de silica gel regulada con acetona, la porfirina se eluyd con acetato de etilo. Al evaporar el

disolvente se obtuvo un sélido de color purpura.
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Figura 2.2. Estructura de la meso-tetraquis para-hidroxi-fenil porfirina, H,T(p-OH)PP.

2.4 Extraccion de clorofila ay b

La extraccién de clorofila a se llevé a cabo por medio del método reportado por Keiji Iriyama
et al [76], el cual consiste en la extraccidn de las clorofilas con acetona a partir de hojas de espinaca,
seguido de la adicién de un diez por ciento de dioxano conforme al volumen total del extracto.
Posteriormente se agregd gota a gota agua desionizada hasta la aparicidn de un precipitado de color
verde. El extracto se dejo en refrigeracién a una temperatura menor a 4° C por 24 horas, el sélido
precipitado se recolectd por filtracidn al vacio, el cual se disolvié en la menor cantidad de CHCl; y se
agregd a una columna de gel de silica regulada con CHCls. Los carotenos se eluyen con CHCl;
mientras las clorofilas quedan retenidas en la superficie de la columna. Estas se eluyeron con
acetonay finalmente se evapord todo el disolvente por destilacidn a vacio. La separacion de clorofila
a, b y feotfinina (figura 2.3) se realizd por columna en cromatografia de silica gel regulada con

acetona y usando una mezcla eter- hexano 40:60 V/V como fase movil.
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Figura 2.3. Estructura de la clorofila a y su derivado feofitina a

2.5 Preparacion de clorofilina a y clorina e6

Para la preparacion de clorofilina a (figura 2.4), es necesario extraer y purificar la clorofila g,
ya que es el precursor para la obtencion de dicho compuesto. La clorofila a extraida de hojas de
espinacas se disolvid en 2 mL de benceno y se diluyd a 20 mL con hexano. La saponificacién se lleva
acabo adicionando 1 mL de una solucién de KOH en metanol al 7% (figura 2.4). La mezcla se dejé en
agitacién e inmediatamente se tornd a un color café pardo, después de unos minutos se observé la
formacién de pequefios cristales de clorofilina a. Los cristales se separaron por filtracién y se lavaron
con hexano, el sélido obtenido se disolvié en metanol anhidro y se burbujeo CO, durante una hora
para eliminar el KOH remanente en forma de carbonato de potasio insoluble. La clorofilina a se

separd por filtracidn y finalmente el metanol se evaporo por destilacidn simple.

1) CH,0H

KOH 7% HCI2N

CHOH 2) CHCl,
HCI4N

Clorofila o Clorofilina a Clorina e6

Figura 2.4. Esquema de reaccion para la obtencion de clorina e6



La clorofilina a se utilizé como precursor para la preparacion de lo clorina e6. Esta se
disolvié en una mezcla etanol-HCl 2 N y se dejé en agitacién por 4 horas. El éster de la clorifilina a
se extrajo con diclorometano y el HCl remanente se neutralizo con una solucidn de hidréxido de
amonio. Posteriormente la fase orgdnica se secd con sulfato de sodio y el disolvente se evaporo por
destilaciéon simple. El sélido de color café se purifico por cromatografia en columna de silica
utilizando como eluyente metanol. El sélido obtenido se disolvié en 10 mL de CHCI3 y se agregaron
20 mL de una solucién de HCI 4 N, la mezcla se dejé en agitacidn por 4 horas, al finalizar este lapso
se agregaron 15 mL de CHCI3 y se mantuvo en agitacién por 30 minutos mas. Finalmente se evaporo

el disolvente por destilacién a presion reducida, obteniendo asi la clorina e6.

2.6 Estudios de apagamiento de fluorescencia para el sistema

El andlisis de la interaccidon de los sistemas BSA- H,T(p-COOH)PP y BSA-clorina e6 por
fluorescencia, se llevd a cabo titulando una solucién de concentracidn fija de BSA 3.2 x 10 M con
concentraciones crecientes tanto de H,T(p-COOH)PP, asi como de clorina e6 en un intervalo de
concentraciones de 4.4 x10°%a 6.7 x 10”° M. Los estudios de fluorescencia se realizaron por duplicado
a tres temperaturas de estudio: 25, 31 y 42°C y dos diferentes pH 7 y 8.5. El monitoreo de la
interaccion se realizé excitando los sistemas mencionados a una longitud de onda de 295 nm y
registrando los espectros correspondientes en un intervalo de 300 a 550 nm. El andlisis de los datos

se realizé por medio del método gréfico de Stern-Volver [77]

Par determinar en primera instancia si solo esta presenta un solo un tipo de apagamiento

se utilizé el modelo grafico de Stern-Volmer [78]:

[1.3]

Fo
F = 1 + st[L]

Donde Fq es la emisién de fluorescencia de BSA libre, F es la emisidn de fluorescencia en
presencia de ligando (porfirina) en cada punto de la titulacién, Ksy es la constante de Stern-Volmer
y [L] es la concentracién total de la clorofilina a. Asumiendo que el apagamiento sea de tipo estatico
se determina la estequiometria y la constante de unién a través de la ecuacion modificada de Stern-

Volmer:



[¢]

log = log K,, + nlog|L] [1.2]
Donde Fo y F, son la emision de fluorescencia de mioglobina en ausencia y presencia del

clorofilina a respectivamente. La gréfica de log[Fo—F]/F en funcidén de log [L], permite determinar los

valores de n (numero de sitios de unién) a partir de la pendiente y de Ku de la ordenada al origen

ecuacion.

Para establecer la naturaleza de las interacciones presentes en los sistemas de estudio, se
determinaron mediante el modelo de Van hoff los valores del cambio de entalpia AH y el cambio de
entropia AS de unidn respecto a la dependencia de la temperatura sobre la constante de unién [79].
La siguiente ecuacién fue empleada para dicho propésito
AS,

_AHy | ASy
RT + R [1.3]

InK, =

En donde K, es la constante de unidon a la temperatura T, y R es la constante universal de los
gases. Los valores de AH, y AS, se calculan respectivamente a partir de la pendiente y la ordenada

al origen de la representacion grafica del In Ku frente a 1/T.

2.7 Estudios in silico

Para entender las posibles interacciones intermoleculares en los sistemas BSA-macrociclos
tetrapirrélicos, se llevaron a cabo estudios de acoplamiento molecular o docking rigido
implementados en el software Autodock Vina [16]. Para los andlisis in silico, se partid de la estructura
cristalografica de la BSA ID 3VO3.pdb, la cual se obtuvo del Protein Data Bank (segun fuera
necesario, se eliminaron todas las moléculas de agua y ligandos cocristalizados y se agregaron
atomos de hidrégeno polares seguido del cdlculo de las cargas de Gasteiger) con el software
Autodock tools. Las estructuras tridimensionales optimizadas de H,T(p-COOH)PP vy clorina e6, se
obtuvieron con el programa Gaussian 9.0 [80] utilizando funcionales de la densidad a nivel 6-31G(d)

con funcionales hibridos B3LYP.

Para analizar toda la superficie de BSA Se generd una caja 3D con un espaciado de cuadricula
de 1 Ay un tamafio de 84 x 76 x 81 A en las direcciones x, y y z,. El sitio de unidn 11l de la BSA se
monitoreo, utilizando una caja con cuadricula de espaciado de 0.4 A y tamafio de 35 x 23 x 30 A,

centrado en las coordenadas 37,9, 36,4 y 42,5. Ademas, se considerd que, a pH 7, los grupos



carboxilo de las especies TCPP y Ce6 se encuentran en estado neutro y a pH de 8.5, estos grupos se
encuentran disociados en la forma COO". Todas las rotaciones de enlace de ambos macrociclos se

consideraron como libres.

Para cada sistema propuesto, se realizaron cincuenta analisis de acoplamiento rigido con
una poblacién de 100 poses cada una. Se eligié la pose de menor afinidad arrojada por el programa
Autodock Vina. El acoplamiento molecular flexible se realizé considerando el sitio de unién mas afin
encontrado por los estudios de acoplamiento molecular rigido, dicha zona correspondié al sitio Il
de BSA. En este sentido, para la realizacidn de estos estudios se considerd la pose de menor afinidad
para cada sistema y ademas se consideraron una serie de residuos de BSA con los que cada especie
interactuara a una distancia maxima de 5 A, a excepcién de Trp 134. Finalmente, al conformero de
menor energia correspondiente a cada macrociclo tetrapirrdlico, que se obtuvo mediante los

estudios de acoplamiento molecular rigido y flexible se le realizé estudios de energia libre.

Se realizaron calculos de energia electrostatica, siguiendo la metodologia propuesta por
Nathan Baker [81]. Los estados de protonacién de los residuos ionizables de la BSA, la asignacién
de cargas y radios de los diferentes macrociclos se establecieron con PROPKA a un pH de 7,
empleando el campo de fuerza Charmm [82] ambos implementados en el servidor PDB2PQR [83],

se considerd una constante dieléctrica de 78.0 y 4.0 para el agua y la proteina respectivamente

Todas las especies sintetizadas o extraidas se caracterizaron por espectroscopia UV-vis,
Infrarrojo y fluorescencia (en base a su espectro caracteristico UV-Vis de cada especie se comprobd
la separacién u obtencidn satisfactoria de cada una de ellas). También se realizaron pruebas de
solubilidad en los siguientes disolventes: agua, metanol, etanol, dimetilsulféxido, acetona, éter
etilico y cloroformo previo a los andlisis de su interaccién con BSA. De esta manera se eligieron las
especies con mayor solubilidad y estabilidad en medios acuosos, para proceder con los estudios de

interaccion con BSA.



Capitulo I11: Resultados y discusion



3.1. Tetracarboxifenilporfirina H:T(p-COOH)PP

La caracterizacion de las especies H,T(p-COOH)PP y H,T(p-OH)PP se llevé a cabo por
espectroscopia UV-Vis, fluorescencia e Infrarrojo con transformada de Fourier. El rendimiento de
cada reaccion fue menor al 36 %. Debido a la baja solubilidad en agua de esta especie, se solubilizé
en etanol y se diluyd con solucion amortiguadora de fosfatos pH 7, para la obtencién de los
espectros de absorcidn y fluorescencia. El espectro UV-Vis obtenido (figura 3.1), es caracteristico de
mondmeros de una porfirina base libre, esto es, presenta una banda de Soret a los 416 nm vy las
diferentes bandas Q en el intervalo de los 513 a 652 nm. Cabe mencionar que el ambiente

predominantemente acuoso no influyo para la agregacién de H,T(p-COOH)PP.

4 T T T T T T M
416

34
© i
[&]
[ =
©
£ 24
(=]
w
0
< u

14

513 545 589 652
o T ¥ T . T L T ¥ T
300 400 500 600 700

Longitud de onda(nm)

Figura 3.1. Espectro UV vis de la especie H.T(p-COOH)PP en mezcla etanol-fosfatos pH 7.

En el espectro FTIR de la figura 3.2, se resaltaron las vibraciones de enlace asociados a
los grupos funcionales presentes en la estructura de la H,T(p-COOH)PP, asi pues las bandas de
estiramiento de enlace de grupos carbonilo, asi como de enlaces C-O caracteristicos de acidos
carboxilicos se observan a los 1675 y 1281 cm™ respectivamente. Las vibraciones de estiramiento
de enlaces N-H se observan a los 3326 cm™. Las bandas asociadas a enlaces C-C, C=C, C-H que se
observan entre 1418 a 734 cm™ estdn vinculadas a las frecuencias de vibracidon del nucleo
macrociclico respectivamente. Las bandas asociadas a enlaces C-C, C=C, C-H que se observan entre

1418 a 734 cm™ estan vinculadas a las frecuencias de vibracidn del nicleo macrociclico.
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Figura 3.2. Espectro FTIR de H:T(p-COOH)PP.

La especie H,T(p-COOH)PP también se caracterizd por espectroscopia de fluorescencia
considerando previamente a los estudios de interaccién con BSA dos diferentes longitudes de
excitacidn; 280 y 419 nm. Se observa en la figura 3.3 una fuerte emisidn de fluorescencia a los 640
nm para ambas longitudes de excitacidn y la aparicidn de un pico de mucha menor intensidad

cercano a los 550 nm cuando se excita la porfirina a 280 nm.
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Figura 3.3. Espectro de emision de fluorescencia de H2T(p-COOH)PP en solucién etanol-fosfatos pH 7.

3.2. Tetrahidroxifenilporfirina H.T(p-OH)PP

Con respecto a la especie H,T(p-OH)TT, se observé un espectro UV-Vis caracteristico de
tetrafenilporfirinas, es decir, con la presencia de las bandas: de Soret a los 419 nm vy las cuatro
diferentes bandas Q en el intervalo de los 516 a 650 nm en solucion de etanol (figura 3.4). Con
relacidn a los estudios posteriores de interaccion con BSA; su caracterizacion también se llevd a cabo
en disoluciones acuosas etanol-agua 1:9, 3:7 V/V. Como resultado se observé una disminucién
significativa de la absorcion de la banda de Soret, aunado a un desplazamiento batdcromico a los
los 427 nm, asi como, una disminucidn significativa de las cuatro diferentes bandas Q, y el respectivo
cambio de color de la solucién de violeta a verde. Esto es indicativo ya sea, de la formacion de
agregados o la protonacidn de los nitrégenos pirrolicos en dicho medio, mismos que afectan las vias
de resonancia de electrones del macrociclo tetrapirrolico y en consecuencia sus propiedades

espectroscopicas.
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Figura 3.4. Espectro UV vis de la especie H:T(p-OH)TT en etanol.

En la figura 3.5 se presenta el espectro FTIR de la especie H,T(p-OH)TT, en donde se
observan bandas fuertes de absorcién a partir de la regidén de los 700 y hasta los 3200 cm™. Las
bandas de absorcién que comienzan en el intervalo de los 797 a 1607 cm™ son atribuibles a
vibraciones de enlace C-H y C-N, C=C y N-H inherentes al nucleo porfiinico. La banda amplia que se
observa entre los 3200 y 3700 cm-1 y la pequefia banda a 1050 cm™ se vinculan a enlaces O-Hy C-

O presentes en la periferia de la porfirina.
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Figura 3.5. Espectro FTIR de la especie H2T(p-OH)TT.

Aunque la especie H,T(p-OH)TT es soluble en disolventes polares como etanol y
dimetilsulfoxido tabla, el efecto observado en disoluciones acuosas sobre sus propiedades
espectroscopicas no permiten considerar esta especie para los subsecuentes estudios de interaccién
con BSA, debido a que se seguramente sus propiedades de emision de fluorescencia, tiempos de
vida en el estado triplete excitado, rendimiento cuantico etc. se ven disminuidos de manera
importante. Considerando asi a la especie H,T(p-COOH)PP como un ligando propicio para continuar
con los estudios de interaccién con BSA. A continuacidn, se describe la solubilidad de las especies

H,T(p-COOH)PP y H,T(p-COOH)PP en diferentes disolventes (tabla 3.1)

Tabla 3.1. Estructura y solubilidad de las especies macrociclicas estudiadas.

Soluble en:

Etanol
Dimetilsuféxido
Metanol

Etanol
Dimetilsuféxido
Metanol
Tetrahidrofurano

COOH

H,T(p-COOH)PP




3.4. Caracterizacion espectroscépica de clorofila a y derivados

3.4.1 Clorofila a
El espectro de absorcidon de porfirinas en el UV-Vis, es explicado a través de la teoria
de orbitales de frontera. La banda de Soret en la region del azul en el espectro electromagnético
surge de una transicion So—>S, con n > 2, mientras las bandas Q en la region del rojo del surgen a
partir de un estado So—>S:1 y So—=>S; para las transiciones Q, y Qx respectivamente. El espectro UV-Vis
de la clorofila a en etanol (figura 3.6) muestra una banda de Soret a los 431 nm y diferentes bandas
Q, destacando aquellas a los 615, 663 y 535 nm, las cuales estan relacionadas a las transiciones

electrénicas del nucleo tetrapirrdlico; estas bandas son caracteristicas de dichos compuestos.
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Figura 3.6. Espectro UV-Vis de clorofila a en etanol

La presencia de grupos funcionales como carbonilos; ya sea de ésteres o cetonas se
observan claramente en el espectro IR de la clorofila a (figura 3.7). Ambas frecuencias de vibracién
se presentan a los 1702 y 1738 cm™ correspondientes a enlaces C=0 de cetonas y ésteres
respectivamente. La banda intensa en los 2900 cm™ corresponde a la vibracidn de estiramiento de
enlaces C-H, adicionalmente las vibraciones de flexién de enlaces C-H se presentan a los 1462 cm™.
Las vibraciones de enlaces C=C conjugados inherentes al nicleo se presentan a los 1600 -1680 cm™

[51]
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Figura 3.7. Espectro IR de clorofila a

Como es bien sabido, la clorofila, al igual que muchos macrociclos relacionados presentan
emision de fluorescencia, generalmente roja cuando se irradian con luz de longitud de onda
adecuada. El espectro de fluorescencia de la clorofila a en etanol se obtuvo a temperatura ambiente
en un intervalo de 440 a 800 nm, la longitud de excitacion fue de 431 nm concerniente al maximo
de absorcién. Se observé una banda de emisidn amplia con un maximo a los 653 nm y un hombro
en alrededor de los 710nm (figura 3.8).; espectro muy similar al que presentan la mayoria de las

porfirinas y el cual estd en concordancia con los datos publicados.
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Figura 3.8. Espectro de fluorescencia (longitud de excitacion = 431 nm) de clorofila a en etanol

A pesar de la complejidad estructural de las clorofilas y sus derivados (figura 3.9), la
asignacion de los cambios quimicos resulta ser mas simple, ya que muchos protones sobre el
macrociclo de la clorofila estan suficientemente aislados para no experimentar interacciones spin-
spin, los cuales pudiesen complicar de manera sustancial la dilucidacién de su espectro. Por ejemplo,
los protones del grupo metino, los protones en la posicién 10 y los protones del grupo metilo en la

posicion 3ay 10b estan bien separados y aparecen en el NMR como singuletes (figura 3.10).

10b

Figura 3.9. Asignacion del tipo de protones presentes en el nucleo



Los grupos vinilo en la posicidn 2, los protones del anillo IV y el grupo etil en la posicidn 4
experimentan interacciones spin-spin. Las principales caracteristicas del espectro *H NMR de
clorofilas, son resultado del campo interatdmico inducido debido a la alta aromaticidad del
macrociclo. En la siguiente figura (3.10) se han asignado las principales sefiales de *H NMR de la

clorofila g, las cuales concuerdan con los datos reportados [84-86].
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Figura 3.10. Espectro de *H RMN/500 MHz de clorofila a en CDCl3

3.4.2 Feofitina a

Las clorofilas al igual que los derivados de porfirinas como la feofitina, presentan dos bandas
principales de absorcion en el UV-Vis, esto es debido al extenso sistema de electrones 1 del nucleo
tetrapirrdlico. Los maximos de absorcién en feofiitina a se observan entre los 410 y 667 nm
correspondiente a la banda de Soret y la banda Q respectivamente. Las pequefias bandas localizadas
a los 504, 534 y 606 nm (figura 3.11) son caracteristicas de este compuesto [51]. La prominente
banda de Soret a menor longitud de onda que la de la respectiva clorofila a y las cuatro bandas Q se
atribuyen al anillo libre de la feofitina y se asemejan mucho al grupo de bandas Q de las bases libres

de las porfirinas.
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Figura 3.11. Espectro UV-Vis de feofitina a en etanol

La desmetalacidn de la clorofila a genera dos aminas secundarias en el nicleo tetrapirrdlico.
Las vibraciones asimétricas asociadas a grupos N-H en la feofitina a se observan a los 3387 cm?,

mientras las vibraciones de flexion son vistas a los 1618 cm™ (figura 3.12). Las vibraciones de enlaces

C=C conjugados en este caso se presentan a los 1582 cm™ [51].
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A diferencia de la clorofila a, la emision de fluorescencia de feofitna a se observé a 667 nm
y también un hombro adn mas notorio localizado alrededor de los 710 nm que aquel visto en la
respectiva clorofila, cuando estad se excitd a una longitud de onda de 410 nm (figura 3.13). El
desplazamiento del maximo de emisidn al rojo, suele atribuirse al macrociclo libre de clorina, es

decir, como prueba de la desmetalacidon de la clorofila.
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Figura 3.13. Espectro de fluorescencia (longitud de excitacion = 410 nm) de feofitina a en etanol

3.4.3 Clorofilina a

La clorofilina a es un derivado de clorofila soluble en agua. Las bandas principales de
absorcién de clorofila a se observan alrededor de los 428 y 660 nm, en cambio las principales bandas
de absorcién de la clorofilina a se observan a los 404 banda de Soret y 652 nm banda Q, (figura 3.14),
este patron de sefales tan distintivo se atribuye a la apertura del anillo de ciclopentanona en la

estructura de la clororila, ademas de la desmetalacion y ligera pérdida de la planaridad.
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Figura 3.14. Espectro de UV-Vis de clorofilina a en agua

La hidrélisis basica de la clorofila a produce un derivado con tres grupos carboxilatos en la
periferia del nucleo tetrapirrélico [25]. La banda amplia que se extiende desde los 3437 a los 3233
cm? se debe a las vibraciones de estiramiento de enlaces de O-H presentes en los grupos
carboxilicos de la clorofilina a. Asi mismo, las bandas vistas a los 2919y 2852 cm™ estan relacionadas
a vibraciones de estiramiento de enlaces C-H. Las bandas de estiramiento de enlace de grupos
carbonilo, asi como de enlaces C-O caracteristicos de carboxilatos se observan a los 1668 y 1394 cm”

! respectivamente (figura 3.15).

La clorofilina a disuelta en agua destilada, presenta un maximo de emisién a los 530 nm

cuando la longitud de excitacién es de 402 nm (figura 3.16).
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Figura 3.16. Espectro de fluorescencia de clorifilina a en agua excitando con luz de 280 y 404 nm.

3.4.5 Clorina e6



La clorina e6 se prepara por medio de la hidrolisis acida de clorofilina a. Este derivado posee
tres grupos carboxilicos en la periferia del ndcleo macrociclico. Aunque la clorina e6 es poco soluble
en agua en comparacion a la clorofilina a, esta es muy soluble en alcoholes y por lo tanto en
disoluciones acuosas. La gran importancia de este derivado radica en la presencia estructural de 3
grupos carboxilicos libres, que ademds de mejorar la solubilidad, en principio también propicia
interacciones intermoleculares tipo puentes de hidrégeno que son de gran interés en estudios de

interaccion proteina-ligando.

El espectro UV-Vis (3.17) de clorina e6 en etanol es muy similar al de la clorifilina a. La banda
de Soret se desplaza ligeramente a los 402 nm y la banda Q presenta un cambio hipsocromico hacia
los 664 nm y su espectro de absorcién se ve inalterado en solucion de etanol-fosfatos pH 7. Lo cual
nos indica en primera instancia que no se presenta el fendmeno de agregacién en dicho medio de

disolucion.
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Figura 3.17. Espectro UV-Vis de clorina e6-a en etanol y solucién etanol-fostatos 20:80 V/V

La identificacion de los grupos acidos carboxilicos libres en el espectro IR de clorina e6
(figura 3.18), son importantes para diferenciarlos de los grupos carboxilatos de la clorofilina a. En
este caso las vibraciones de estiramiento de aminas secundarias N-H se observan a los 3384 cm™?,

los puentes de hidréogeno O-H intermoleculares caracteristicos de acidos carboxilicos se observan a



los 3126 cm™, mientras la banda amplia a los 2964 cm™Y |la banda alos 1400 cm™ se atribuyen a las
vibraciones de estiramiento y flexién de enlaces O-H respectivamente. La banda a los 1712 cm™es
referente a vibraciones de estiramiento de carbonilos de tipo acidos carboxilicos, y la banda vista a

los 1635 cm™ estd relacionada a vibraciones de enlaces conjugados de alquenos C=C.

El espectro de emisién de clorina e6 (figura 3.19) se compone de una banda intensa de
emision a los 623 nm cuando la longitud de excitacidn es de 402 nm. Con la finalidad de realizar los
estudios de interaccidon con BSA y conocer si existe una interferencia de emisién de clorina e6 con
respecto a BSA, también se registrd su espectro de emision a una longitud de excitacidon de 295 nm.
Como resultado no se observd ninguna emisidn significativa en el intervalo de los 320 a 350 nm que
pudiera presentar interferencia con el maximo de emisién de BSA. En ese sentido se establece que
el ligando es apropiado para poder llevar acabo los estudios de apagamiento por la técnica de

apagamiento de fluorescencia.
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Figura 3.18. Espectro de IR de clorina e6-a
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Figura 3.19. Espectro de Fluorescencia en agua de clorina e6 a las longitudes de excitacion de 295 y 402
nm.

En la siguiente tabla 3.2 se presenta la solubilidad de la clorofila a, b y derivados en
diferentes disolventes, mismas que son importante para considerar el realizar los estudios

posteriores de interaccidon con BSA.



Tabla 3.2. Solubilidad de: a) clorofila a, b) feofitina a y c) clorofilina a

Soluble en:

Eter etilico
Cloroformo
Acetona

Etanol
Dimetilsuféxido
Metanol

Eter etilico
Cloroformo
Acetona

Etanol
Dimetilsuféxido
Metanol

Etanol
Metanol
Agua

La alta solubilidad en agua o en medios predominantemente acuosos de los macrociclos
tetrapirrdlicos propuestos en este proyecto es una caracteristica fundamental para llevar a cabo o
proceder con los estudios de interaccidén con BSA. Por lo que se establece que calorina e6 a es un
candidato muy interesante y pertinente para realizar dichos estudios, puesto que no presenta
alteracion (agregacion o prolongacién) en el medio etanol-fosfatos, conservandose asi sus
propiedades espectroscépicas. La baja o nula solubilidad en agua tanto de la clorofila a y feofitina a
hace necesario utilizar un codisolvente en grandes proporciones como etanol o dimetisulféxido para
permitir la solubilizacién de estas especies en un ambiente acuoso. Aunado a la tendencia de las
clorofilas a agregarse en dicho medio, se hace imprescindible el uso de algln tensoactivo que inhiba
la formacion de agregados, puesto que este efecto resulta importante desde el punto de vista de

sus propiedades espectroscépicas (emision de fluorescencia, tiempos de vida en el estado triplete



excitado, rendimiento cuantico) ya que se ven disminuidos de manera importante e incluso

anuladas.

Debido a la baja solubilidad en agua tanto de clorofila a y feofitina a y al hecho de formar
agregados en soluciones acuosas, se establece que estas especies no son pertinentes para continuar
los estudios de interaccién con BSA. Finalmente se presentan a continuacién los macrociclos

tetrapirrdlicos empleados (figura 3.20) para el analisis de la interaccion con BSA.

COOH

Figura 3.20. Estructura de los dos macrociclos tetrapirrélicos seleccionados para el analisis de interaccion
con BSA. a) representacion 2D, b) representacion 3D



3.5 Estudios de la interaccion BSA-H:T(p-COOH)PP por UV-Vis

Por medio del analisis de la interaccion del sistema BSA- H,T(p-COOH)PP por UV-Vis se
determind en primera instancia el intervalo de concentraciones optimas de trabajo, mediante la
titulacién espectrofotométrica de una solucién de concentracién fija de BSA con concentraciones
crecientes de H,T(p-COOH) en el intervalo de 0.65 a 6.98 x 10°M . La concentracidn de porfirina
libre en las titulaciones espectrofotométricas con BSA se determind extrapolando los datos de
absorcién obtenidos a 419 nm a una curva estandar previamente realizada, asi como utilizando el
coeficiente de absortividad molar reportado (sigma aldrich). Los estudios se realizaron a tres
diferentes valores de pH: 7, 8.5y 6, para cada uno de los casos se determind independientemente
la concentracion de la porfirina. Debido a la baja solubilidad de H,T(p-COOH)PP en agua, esta se
disolvié en una mezcla etanol-fosfatos 20:80 V/V, estableciendo que la presencia maxima del 2%

V/V de etanol [67] en las soluciones titulantes no altera las estructura y estabilidad de BSA.

Los estudios espectrofotométricos mostraron a los diferentes valores de pH una tendencia
generalizada en el aumento de la absorcién a 280 nm, indicando un posible cambio en el
microambiente de los residuos aromaticos de BSA (puesto que estos son los responsables de la
absorcidn caracteristica de proteinas en el UV-visible). Se asume en primera instancia que podria
haber un acercamiento con el residuo de TRP 134, dado que esta expuesto en la superficie de BSA.
Otro aspecto interesante de la titulacion espectrofotométrica del sistema BSA-H,T(p-COOH)TT; es
el aumento y el desplazamiento concomitante de la absorcién de los 422 a los 416 nm, es decir, se
observé un cambio hipsécromico con el aumento de la concentracidon de H,T(p-COOH)TT. Este
fendmeno posiblemente se deba a la concentracion libre de H,T(p-COOH)TT, lo cual representa a la
poblacién de moléculas de H,T(p-COOH)TT que no interactian con BSA y por lo tanto la absorcion
de la banda de Soret se observa en los ultimos puntos de la titulacién a los 416 nm, como se puede

ver en el espectro de la
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Figura 3.21. Espectro UV-vis de la titulacion de BSA- H.T(p-COOH)PP pH 7

Como se menciond anteriormente, la misma tendencia se observa en los experimentos a pH
de 8.5, asi como en los mismos intervalos de concentraciones utilizadas en cada uno de los casos.
Infiriendo que en el intervalo de concentraciones de 0.65 a 6.98 x 10°°M H,T(p-COOH)PP se presenta

la saturacion del o sitios de unién (asumiendo por el momento que exista interaccion) con BSA.
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Figura 3.22. Espectro UV-vis de la titulacion de BSA- H.T(p-COOH)PP pH 8.5

3.5.1 Estudios espectrofluorometricos de la interaccion de BSA- H:T(p-
COOH)PP

La técnica de apagamiento de fluorescencia, se utilizd para investigar el posible mecanismo
de unidn tanto de H,T(p-COOH)PP, asi como de clorifilina “a” a BSA, mediante la determinacion de
las constantes de unién a diferentes valores de pH y temperatura y los correspondientes parametros
termodinamicos de unién: AHu, ASu, AGu para cada caso de estudio. Los cambios de emisién del
triptdfano son comunes en respuesta a: transiciones conformacionales, la unién a un sustrato o
cuando se presenta la desnaturalizacion de la proteina. La excitacidon a 295 nm, permite observar
solo la emision de los residuos de triptéfano, mientras que a una longitud de onda de 280 nm se
observa la excitacion tanto del triptéfano, asi como, de la tirosina presente en las proteinas [77].
Conociendo que la emision de fluorescencia de BSA es atribuida casi en su totalidad al residuo Trp
134 y en menor medida al Trp 214 [58], la longitud de excitacidn para el seguimiento del

apagamiento de BSA se realizd a una Aexc 295 nm



Mediante los estudios de fluorescencia del sistema BSA- H,T(p-COOH)PP se observd un
decremento progresivo de la emisién de fluorescencia de BSA a los 329 nm al aumentar la
concentracién de H,T(p-COOH)PP (figuras 3.23 y 3.24 ). Ademas, se observa un punto isosbestico
cercano a los 450 nm, indicando la presencia de dos especies en equilibrio (el estado unido y el
estado libre), es decir el complejo y la proteina libre. Un aspecto importante es que en ningln punto
de la titulacion se observd un desplazamiento del maximo de emisién de BSA, lo cual nos provee
informacidn inicial de que no se presenta un cambio en la estructura tridimensional de BSA H,T(p-
COOH)PP durante el proceso de interaccion con H,T(p-COOH)PP. El apagamiento de fluorescencia
también demostré la posibilidad de que la interaccidn se lleve a cabo en la cercania de alguno de

los dos residuos de Trp presentes en la BSA.
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Figura 3.23. Espectro de la titulacién espectroflurotométrica de BSA con H:T(p-COOH)PP en solucién
amortiguadora etanol-fosfatos pH 7 Aexc = 295 nm.

Debido a que la fluorescencia de BSA es constante en el intervalo de pH estudiados [66], no

se observaron cambios relevantes en los maximos de emisidn de la proteina. De igual manera se



observaron los mismos patrones de apagamiento, asi como un punto isosbestico cercano a los 425

nmapH 8.5
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Figura 3.24. Espectro de la titulacion espectroflurotométrica de BSA con H:T(p-COOH)PP en solucion
amortiguadora etanol-fosfatos pH 8.5 Aexc = 295 nm.

El apagamiento de fluorescencia corresponde a un decremento en el rendimiento cudntico
(intensidad de fluorescencia) del fluoréforo (BSA), pero este puede ser inducido por medio de una
variedad de interacciones moleculares con el desactivante (H.T(p-COOH)PP). Para distinguir el
fendmeno de apagamiento que se presenta en el sistema BSA-H,T(p-COOH)PP, ya sea dinamico
(debido a choques intermoleculares entre la y el proteina ligando) o estatico (formacién de un
complejo), se realizaron los experimentos de titulacidn fluorométrica a las temperaturas de: 25, 31

y 42 °C para cada valor de pH considerado en este trabajo.

Es bien conocido que ciertas reacciones de apagamiento de fluorescencia generan graficos
de Stern-Volmer que se desvian de la linealidad con curvaturas ya sea positivas o negativas [87]. El
anadlisis de los datos de las titulaciones del sistema BSA- H,T(p-COOH)PP a pH 7 a 25 °C demostré

que existe una ligera desviacién con curvatura negativa del grafico de Stern-Volmer [88] (figura



3.25). Este tipo de eventos no pueden ser atribuidos a un apagamiento estatico convencional, es
decir, a aquel que establece la formacion de un complejo no fluorescente, sin embargo, puede
atribuirse a la presencia de dos poblaciones diferentes de fluoroforos (Trp 134y Trp 214), en el cual
uno de ellos es inaccesible para el desactivante. Este resultado muestra concordancia en el sentido
de que el residuo de Trp 213 (figura 3.26), esta en la cavidad hidrofdbica del dominio Il de BSA y el
cual no es accesible al disolvente ver figura 38. Ademas, la apertura de esta cavidad es de alrededor
de 10 A de amplitud [], con lo que el acceso a la porfirina se veria muy restringido y por lo tanto se
presentaria un impedimento estérico que no permita un contacto efectivo entre la especie H,T(p-
COOH)PP y el residuo de Trp 213. Este fendmeno también se ve con frecuencia en el apagamiento
de fluorescencia del triptdfano en proteinas por desactivantes polares o cargados como en el caso
de la especie H,T(p-COOH)PP . Estas moléculas no penetran facilmente el interior de la proteina, y
solo la fluorescencia de los residuos de triptdfano sobre la superficie de la proteina son apagados

[89].
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Figura 3.25. Grafico de Stern-Volmer de la titulacion espectroflurotométrica de BSA con H:T(p-COOH)PP en
solucion amortiguadora etanol-fosfatos pH 7



Figura 3.26. Estructura de BSA y la localizacion de los dos residuos de Trp

Como se menciond con anterioridad la dependencia de FO/F sobre [H,T(p-COOH)PP] pH 7
no es lineal en el intervalo de concentraciones de 0.65 a 6.98 x 10® M, sin embargo, se puede
observar una relacion lineal cuando la concentracion total de H,T(p-COOH)PP es menor a 2.98 x 10
6 M. Por lo que los datos pueden ser ajustados a la ecuacidn de Stern-Volmer en este intervalo de
concentraciones (figura 3.27). En cambio, el anélisis a las temperaturas de 31y 42 °Cy en los datos
a pH 8.5 (figura 3.28) sise observa unatendencia lineal del apagamiento de BSA en todo el intervalo
de concentracidon empleado. En el caso del grafico de Stern-Volmer a pH 8.5 la linealidad de deba
probablemente a que existe una mayor concentracién de H,T(p-COOH)PP que se encuentre
disociada en la forma COO y el efecto de apagamiento de BSA sea mayormente debido a
interacciones de tipo electrostatico, dado que estas interacciones son de mayor alcance (de hasta 5
R) permitiendo asi que; tanto el Trp 213, asi como Trp 138 sean igualmente accesibles para la
especie H,T(p-COOH)PP, originando una Unica poblacidn de fluoroforo accesible. Sin embargo, el
analisis del apagamiento a diferentes temperaturas también podria revelar que se esté propiciando

un apagamiento de tipo dindmico, es decir debido a transferencia de energia por choques



intermoleculares a estas condiciones experimentales, por lo que es importante diferenciar ambos

fendmenos por medio de andlisis del sistema BSA- H,T(p-COOH)PP a diferentes temperaturas.
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Figura 3.27. Grafico de Stern-Volmer de las titulaciones BSA-H.T(p-COOH)PP a pH 7 y 8.5. Se observa la
linealidad del modelo en el intervalo de concentraciones mostrado

El valor numérico de la constante de Stern-Volmer en estudios de interacciones proteina-
ligando, indica la efectividad del apagamiento de un ligando hacia un receptor especifico, pero
ademas el andlisis a diferentes temperaturas nos provee informacién confiable del mecanismo de
apagamiento presente en el sistema de estudio ya sea estatico o dindmico. En las dos valoraciones
hechas a diferentes pH, se encontraron altos valores de Ksy (tabla 3.1), siendo mayor para el caso
de pH 7. Sugiriendo un fuerte apagamiento a concentraciones bajas de H,T(p-COOH)PP, pero
ademas se encontrd que hay una influencia importante del pH sobre el apagamiento de BSA a 25
°C, ya que a pH 8.5 el valor de la constante de Stern-Volmer se redujo a cerca de la mitad en
comparacién a pH de 7. Ahora bien, los resultados a diferentes temperaturas demostraron que a pH
7 el apagamiento de fluorescencia de BSA disminuyo conformo al incremento de la temperatura,

por lo que las constantes de Stern-Volmer también decrecieron bajo el mismo patrén e indicando



la presencia de un apagamiento de tipo estatico, atribuible a la formacién de complejo BSA-H,T(p-

COOH)PP no fluorescente.

Por el contrario, a pH 8.5 se observd un incremento importante del apagamiento de BSA
con el aumento de la temperatura (figura 3.28). En este caso la carga de las especies COO" disociadas
a pH 8.5 deben de influir en la efectividad y el mecanismo de apagamiento; posiblemente al
presentarse un efecto de repulsidon de cargas con algin aminoacido cercano a los residuos de
triptofano. Siendo mds relevante este proceso al aumentar la temperatura, dado que se incrementa
la incidencia de choques y transferencia de energia entre las especies BSA y H,T(p-COOH)PP. Se
asume, entonces que Unicamente a pH 7 se presenta la unién entre las especies mencionadas
comprobado por medio de un apagamiento de tipo estatico. En la tabla 3.3 se muestran los valores

de Ksva pH 7y 8.5.
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Figura 3.28. Grafico de Stern-Volmer de las titulaciones BSA-H:T(p-COOH)PP a pH 8.5. Se observa la
linealidad del modelo en el intervalo de concentraciones mostrado



Tabla 3.3. Valores de Ksv del sistema BSA- H:T(p-COOH)PP a diferentes valores de pH

pH T°C Ksv x 1075 mol L? R?
BSA- H,T(p-COOH)PP 25 6.35+0.28 0.9845
7 31 0.48 +0.03 0.9678
42 0.41+0.02 0.9718
8.5 25 3.00 + 0.065 0.9944
37 3.65+0.140 0.9961
41 5.63+0.220 0.9834

3.5.2 Determinacién de la constante de union y estequiometria de la
union del sistema BSA- H:T(p-COOH)PP)

En el caso de interacciones de apagamiento estatico y asumiendo que todos los sitios de
unién son iguales e independientes en BSA, los datos de intensidad de fluorescencia pueden ser
usados para obtener el nimero de sitios y la constante de unién entre BSA- H,T(p-COOH)PP
utilizando la ecuacién [2]. Para ello se graficé el logaritmo de (Fo-F)/F en funcidén del logaritmo de la

concentracién de H,T(p-COOH)PP, Unicamente para los datos de las titulaciones a pH 7 (figura 3.29).

Los valores obtenidos de ny K,, calculados a partir de la pendiente y la ordenada al origen
de la ecuacién [2], se muestran en la tabla 3.3. En base a estos datos se establece que la
estequiometria de unidn entre BSA- H,T(p-COOH)PP es 1:1, dado que el nimero de sitios de unién
fluctud ligeramente por encima de 1 a las temperaturas de 25y 31 °C. En el caso de la titulacién a
42 °C se observdé que tanto el nimero de sitios de unidén y la constante se redujeron
considerablemente, haciendo ver que el complejo se disocia de manera importante a esta
temperatura. Los altos valores de K, (tabla 3.4) principalmente a 25 °C indican que el complejo
formado es termodinamicamente muy estable, y el orden de magnitud de estas; especialmente a

pH 7 se encuentra en el intervalo de interacciones fuertes.
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Figura 3.29. Grafico de log (Fo-F)/F en funcién del logaritmo [macrociclo] para la determinacién de la
estequiometria y la constante de unidn del sistema BSA- H.T(p-COOH)PP a los valores de pH de 7. Las lineas
rectas fueron ajustadas por minimos cuadrados

Tabla 3.4. Parametros de union para el sistema BSA- H2T(p-COOH)PP a diferentes valores de pH.

pH T°C n Ky x 10° mol L R?

7 25 1.26 19.5+1.23 0.9862
37 1.00 0.49+0.01 0.9946
41 0.39 0.26 + 0.01 0.9787

3.5.3. Estudios de la interacciéon BSA-clorina e6-a por UV-Vis

En el seguimiento de la interaccidon del sistema BSA-clorina e6 por UV-Vis se observo el
mismo patron de respuesta visto en la especie H,T(p-COOH)PP. Es decir, se presentd un aumento
de la absorcién a los 276 y 275 nm a pH 7 y pH 8 respectivamente (figuras 3.30 y 3.31). De igual
manera esto indica un cambid en el ambiente de los residuos aromaticos de BSA. Ademas, durante
la titulacion con BSA fue notorio un desplazamiento hipsdcromico de los 418 a los 406 a pH7 y de

los 413 a los 407 nm a pH 8.5, en funcién del aumento de la concentracidn del ligando.
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Figura 3.30. Espectro UV-vis de la titulacion de BSA- clorina e6 en solucion amortiguadora de etanol-fosfatos
50mMpH7

E igualmente nos puede indicar como en el caso de la especie H,T(p-COOH)PP, que existe

una mayor concentracién de ligando libre conforme se van saturando el o los sitios de unién en BSA.
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Figura 3.31. Espectro UV-vis de la titulacién de BSA- clorina e6 en solucion amortiguadora de etanol-fosﬁztos
50 mM pH 8.5



3.5.4. Estudios espectrofluorométrico de la interaccion BSA-Clorifilina a

En el caso de la especie clorina e6 también fue notorio una disminucidén progresiva en la
intensidad de fluorescencia de BSA durante las titulaciones a los dos diferentes pHs de estudio. Al
igual que con H,T(p-COOH)PP, en la respuesta conforme al espectro de fluorescencia (figura 3.32y
3.33) tampoco fue visible un desplazamiento del maximo de emisidn de BSA a los 330 nm, por lo
que se infiere que durante la interaccién entre ambas especies muy probablemente no estén

ocurriendo cambios conformacionales importantes en BSA.

A diferencia de H,T(p-COQOH)PP, al ajustar los datos de las titulaciones tanto a las diferentes
temperaturas, asi como, a los dos diferentes pH de estudio, se observé la linealidad del grafico de
Stern-Volmer en todo el intervalo de concentraciones empleado. De esta manera se establece que

solo se presenta un solo tipo de apagamiento (figuras 3.34 y 3.35).
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Figura 3.32. Espectro de la titulacion espectroflurotométrica de BSA con clorina e6 en solucion
amortiguadora etanol-fosfatos pH 7 Aexc = 295 nm.

Sin embargo, las constantes de Ksy son de un orden de magnitud menores a comparacién
con H;T(p-COOH)PP, sugiriendo que la efectividad del apagamiento es menor y son necesarias

concentraciones mayores de clorina e6 para observar efectos similares.
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Figura 3.33. Espectro de la titulacidn espectroflurotométrica de BSA con clorina e6 en solucion
amortiguadora etanol-fosfatos pH 7 Aexc = 295 nm.

A pH menores de 5 la clorina e6 forma agregados [90], sin embargo, en el intervalo de pH
estudiado pueden existir en equilibrio diversas especies ionizadas, ya que tanto los acidos
carboxilicos en la periferia del anillo, asi como los nitrégenos pirrdlicos pueden llegar principalmente
a desprotonarse. Para fines practicos se asume que tanto a pH 7 como de pH 8.5 debe de existir una
concentracién similar de especies disociadas en la forma de COO" dado que hay tres grupos
carboxilicos presentes en la estructura de clorina e6. Es bien conocido que las interacciones
intermoleculares en BSA son favorecidas por un ambiente hidrofébico, seguido de puentes de
hidrégeno y en menor medida las de caracter electrostatico [61]. Al Determinar las constantes de
Stern-Volmer (tabla 3.5) se observa un decremento de esta a ambos pH, solo desde 25 a 31 °Cy
vuelve a incrementarse a 42 °C, lo cual puede indicar que a esta temperatura el apagamiento
observado es dindmico y posiblemente se pueda comprobar con valores bajos en las constantes de

union.
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Figura 3.34. Grafico de Stern-Volmer de las titulaciones BSA-clorina a pH 7. Se observa la linealidad del
modelo en el intervalo de concentraciones mostrado

De forma contraria a la especie H,T(p-COOH)PP, la efectividad del apagamiento de clorina
e6 sobre BSA es menor. En cambio, los valores de Ksy en este caso son solo ligeramente mayores a
pH de 8.5. Por lo que no se observan diferencias significativas atribuibles al efecto del pH sobre Ia
interaccion con BSA. Como se menciond con anterioridad el apagamiento observado a los dos
diferentes pH son de cardcter estatico, consecuentemente es posible determinar la constante de

unién y el nimero de sitios unidn a través de la ecuaciéon modificada de Stern Volmer.
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Figura 3.35. Grafico de Stern-Volmer de las titulaciones BSA-clorina e6 a pH 8.5. Se observa la linealidad del
modelo en el intervalo de concentraciones mostrado

Tabla 3.5. Valores de Ksv del sistema BSA-clorina e6 a diferentes valores de pH

pH T°C Ksv x 10 mol L R?
BSA- Clorina e6 25 4.38+£0.18 0.9893
7 31 3.71+0.21 0.9895
42 3.21+0.40 0.9818
8.5 25 5.51+0.29 0.9703
37 3.77 £0.27 0.9695
41 4.13+0.28 0.9727

3.5.5 Determinacién de la constante de unién y estequiometria de la
unioén del sistema BSA-Clorina e6

Establecido la formacion de un complejo no fluorescente BSA-clorina e6, los parametros de
unién Ky y n pueden ser obtenidos graficamente por medio del grafico del doble logaritmo de Stern-
Volmer (figuras 3.36 y 3.37). Al igual que sucedié con el apagamiento; la constante de union para
clorina e6 a los dos diferentes pH de estudio es de dos érdenes de magnitud mas baja que para la

especie H,T(p-COOH)PP (tabla 3.6). Al igual que disminuyo el valor de las constantes de unién



conforme el aumento de temperatura, también decrecié el valor numérico del nimero de sitios de
unién “n”. Conforme a los valores de “n” de entre 0.77 y 0.90 para el caso de pH 7y 0.89, 0.92 a pH
8.5 a las temperaturas de 25 y 31 °C respectivamente se establece que la estequiometria de unién
BSA y clorina e6 es 1:1. Resultados que estdn en concordancia con el nimero de sitios permisibles
en BSA para estructuras biolégicas relacionadas al nucleo porfirinico. Al observarse un decremento
sustancial en el valor de la constante de unidn a la temperatura de 42 °C tanto a pH 7 como de 8.5,
se plantea que se presenta una disociacidon importante del complejo BSA-clorina e6 y dan soporte a
la idea de que a esta temperatura el fendmeno de apagamiento es Unicamente de tipo dindmico. El
orden de magnitud de K, de 10* a las temperaturas de 25 y 31°C, se encuentra dentro del intervalo

de interacciones moderadas.
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Figura 3.36. Grafico de log (Fo-F)/F en funcién del logaritmo [clorina e6] para la determinacién de la
estequiometria y la constante de union del sistema BSA- clorina e6 a de pH 7. Las lineas rectas fueron
ajustadas por minimos cuadrados
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Figura 3.37. Grafico de log (Fo-F)/F en funcién del logaritmo [clorina e6] para la determinacién de la
estequiometria y la constante de union del sistema BSA- clorina e6 a de pH 7. Las lineas rectas fueron
ajustadas por minimos cuadrados

Tabla 3.6. Parametros de union para el sistema BSA- clorina e6 a diferentes valores de pH

pH T°C n K. x 10* mol L R?
25 0.94 2.89£0.02 0.9917
7 31 0.81 2.81+0.02 0.9803
a1 0.77 0.42+0.03 0.9831
8.5 25 0.89 1.70 £0.07 0.9855
31 0.92 1.35+0.13 0.9395

a1 0.40 0.005 + 0.0003 0.9803



3.5.6 Andlisis termodindmico de la interaccion BSA-H:T(p-COOH)PP y
BSA-clorina e6

Generalmente las moléculas pequefias o ligandos se unen a proteinas por medio de cuatro
modos de unién: Puentes de hidrégeno, van der Waals, interacciones electrostaticas e hidrofdbicas.
El signo y la magnitud de los parametros termodinamicos AH y AS en interacciones proteina-ligando
determinan la formacién y estabilidad del complejo. Ross and Subramanian [91] han relacionado el
signo y la magnitud de estos parametros a procesos que involucran asociaciones proteina-ligando,
es decir se presentan tres tipos de relaciones termodinamicas : (1) valores positivos de AHy AS, son
tomados frecuentemente como evidencia de interacciones de tipo hidrofébico, 2) En cambio,
valores negativos, tanto de AS como de AH, son indicativo de que la interaccion esta gobernada
por fuerzas de van der Waals o puentes de Hidrégeno, 3) Valores negativos de AH y valores positivos
de AS se presentan mayormente interacciones electrostaticas . Los parametros termodinamicos AH
y AS de unién se obtuvieron a partir de la pendiente y ordenada al origen, respectivamente de los
graficos de van’t Hoff (figura), asumiendo que AH y AS son independientes de la temperatura en el

intervalo de estudio.

De acuerdo a los valores negativos de AH,y AS, (tabla), paralos complejos : BSA-H,T(p-
COOH)PP BSA-clorina e6 vy, se observa que la estabilidad de ambos complejos se da a través de una
combinacion de interacciones de van der Waals y puentes de hidrégeno. Los valores de energia
libre de unién AG, demuestran que la interaccion puede ocurrir espontdaneamente. Sin embargo, la
magnitud de AG, para complejos con clororina e6 son muy similares a los dos pH de estudio, lo que
sugiere que el factor del pH no afecta la asociacidn en este intervalo de temperaturas. En base a los
datos obtenidos, se puede sugerir que el derivado de tetrafenil porfirina establece un mayor
numero de interacciones que pudiesen aportar una mayor contribucién a la asociacion con BSA en

comparacién con clororina e6.
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Figura 3.38. Grafico de van't Hoff para la interaccidon (a) BSA-H,T(p-COOH)PP y (b) BSA-clorina e6

Table 5. Parametros termodinamicos de los sistemas BSA-H,T(p-COOH)PP y BSA-clorina e6

Sistema pH Temperatura AH AS *AG
(°c) (kJ/mol) (J/mol K) (kJ/mol)
BSA- H,T(p-COOH)PP 7 25 -789.9 -2505.9 -41.57
31 -33.11
41 -2.350
BSA-clorina e6 7 25 -98.84 -242.7 -25.45
31 -25.89
41 -23.51
BSA-clorina e6 8.5 25 -83.90 -181.10 -25.42
31 -21.10
41 -21.58

3.6 Enfoque computacional; estudios de acoplamiento molecular

Los andlisis experimentales junto con las simulaciones por acoplamiento molecular en
estudios de interaccién proteina-ligando nos proveen un mayor entendimiento del tipo de
interacciones intermoleculares que gobiernan dichos procesos. Los estudios in silico para los
sistemas BSA-H,T(p-COOH)PP y BSA-clorina e6 se realizaron considerando toda la superficie de la
proteina, sin embargo, se realizd un monitoreo mas exhaustivo en el sitio 11l de BSA [66]. Esto,
debido a que es el sitio de unién a ligandos enddgenos estructuralmente relacionados al nucleo

porfirinico como Hemina, bilirrubina etc. Con base al apagamiento de fluorescencia de BSA



observado en los estudios experimentales, también se llevé a cabo un monitoreo enfocado en las
proximidades del residuo de Trp 134, El intervalo de energias obtenidas fue de -29.68 a -21.32

kJ/mol para el sistema kJ/mol BSA-H,T(p-COOH)PP v. En la figura 3.38 se muestra una fraccidn de

todas las poses generadas sobre la superficie de BSA para ambos sistemas de estudio.

Figura 3.38. Poses generadas con el programa autodockvina para los sistemas a) BSA-H:T(p-COOH)PP y b)
BSA-clorina e6. Figuras realizadas con el software Maestro [92]

BSA-H:T(p-COOH)PP

Para cada uno de los sistemas estudiados Se eligieron las dos poses de menor energia arrojadas
por el programa autodockvina, las cuales se localizaron en la zona cercana al triptéfano 134 (figura
3.39 y 3.40). Como se menciond con anterioridad; las interacciones intermoleculares en BSA se
favorecen principalmente en un ambiente de tipo hidrofébico, seguido por puentes de hidrégenoy
en menor medida por interacciones de tipo electrostatico. Ahora bien, el nicleo porfirinico es
predominantemente hidrofébico, por lo que puede establecer interacciones de tipo no polar y

posiblemente estas sean las de mayor contribucidn para dar estabilidad al complejo formado.



Ademas, esta especie cuenta con 4 grupos carboxilo (COOH), los cuales son capaces de establecer
puentes de hidrdogeno e interacciones; dipolo-dipolo, dipolo- dipolo inducido, es decir, que el
acoplamiento pueden ser resultado conjunto de todas estas interacciones, pero sobre todo aquellas
de tipo hidrofébico y por puentes de hidrégeno (figura 3.41). La zona circunvecina al residuo de Trp
134 es de caracter apolar, sin embargo, hay una serie de aminoacidos polares como la lisina,
glutamina y glicina que pueden incrementar la energia de interaccion, generando un ambiente polar

gue puede estabilizar el complejo formado (figura 3.42).

Figura 3.39. Poses de menor energia cercanas al residuo de Trp 134 generadas con el programa Autodock
Vina para el complejo BSA-H:T(p-COOH)PP



Figura 3.40. Poses de menor energia cercanas al residuo de Trp 134 generadas con el programa Autodock
Vina para el complejo BSA-clorina e6

Los diagramas en 2D de las figuras 3.42 y 3.44 muestran los puentes de hidrégeno y el
ambiente propicio de interaccién en el sistema BSA-H,T(p-COOH)PP. En el caso del modelo 1 se
presenta la formacidn de 2 puentes de hidrégeno de los grupos carboxilo con los residuos Asn 42y
Glu 14. Ademas, dentro del ambiente de interaccidn se encuentran residuos polares como: lisinas,
glutaminas que pueden favorecer la interaccidn con los grupos carboxilo de la porfirina. Aunque no
se presenta una interaccion directa con el Trp 134, las distancias para observar un apagamiento del
triptéfano son de hasta 15 A (ligando-fluoroforo) [93], por lo que aun sin visualizar el residuo de Trp
134 en los diagramas de las figuras 3.42 a y 3.44 el fendmeno de apagamiento es completamente
factible de ocurrir, por lo que existe una correlacion entre los datos experimentales y las

simulaciones por medio de acoplamiento molecular.



Figura 3.41. Modelo 1. Poses de menor energia cercanas al residuo de Trp 134 generadas con el programa Autodock
Vina para el complejo H.T(p-COOH)PP. Figuras realizadas con el programa UCSF chimera [94]

Lys125 Lysi®

Figura 3.42. Modelo 1. Distancias y tipo de interacciones para el sistema BSA-H.T(p-COOH)PP.
Negro=Carbdn, blanco = Hidrégeno, azul = Nitrégeno, rojo = Oxigeno. Los puentes de Hidrégeno formados,
se observan como lineas verdes [95].

En cuanto al modelo 2 (figura 3.43), la especie H,T(p-COOH)PP establece tres puentes de
hidrégeno con los residuos de Glu 14, Val 38 y Ala 26, sin embargo, dos de esas interacciones se
efectian entre dtomos de Oxigeno Val 3--O0C y Ala 26--0O0C (figura 3.44) y podria presentarse una
repulsién de cargas, por lo que es importante determinar la contribucidon electrostdtica a través de
los calculos de energia libre para descartar estd posibilidad. Nuevamente el residuo de Trp-134
parece mantener una interaccidn débil entre el anillo de indolico del triptéfano y la parte aromatica

central del macrociclo de porfirina.



Figura 3.43. Modelo 2. Poses de menor energia cercanas al residuo de Trp 134 generadas con el programa
Autodock Vina para el complejo BSA-H.T(p-COOH)PP
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Figura 3.44. Modelo 2. Distancias y tipo de interacciones para el sistema BSA-H.T(p-COOH)PP. Colores:
Negro=Carbdn, blanco = Hidrégeno, azul = Nitrégeno, rojo = Oxigeno. Los puentes de Hidrégeno formados
se observan como lineas verdes

BSA-Clorina e6

La longitud de la cadena de los grupos carboxilo de la especie clorina e6 parecen tener
mayor accesibilidad a la cavidad donde se encuentra el residuo de Trp 134 (figura 3.45). El nucleo
porfirinico de la clorina e6 seguramente establece interacciones de tipo hidrofdbico con los residuos

de Tyr 153, Pro 279 y His 16. Sin embargo, hay una serie de residuos que podrian estar generando



repulsién de cargas como la lisina 157 cercana a los nitrégenos pirrdlicos del nucleo porfirinico y Gin
128, el cual forma un puente de hidrégeno con un dtomo de oxigeno del grupo carboxilo (figura
3.46). De igual manera es necesario determinar qué tan importantes son las contribuciones de tipo

electrostatico mediante los cdlculos de energia libre.

U

Figura 3.45. Poses de menor energia cercanas al residuo de Trp 134 generadas con el programa Autodock
Vina para el complejo BSA-H:T(p-COOH)PP
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Figura 3.46. Modelo 1. Distancias y tipo de interacciones para el sistema BSA-clorina e6. Colores
Negro=Carbdn, blanco = Hidrégeno, azul = Nitrégeno, rojo = Oxigeno. Los puentes de Hidrégeno formados
se observan como lineas verdes

En el caso del modelo 2, también se observa un acercamiento al residuo de Trp 134 (figura
3.47), cuyo nitrégeno (en realidad el grupo N-H) del triptéfano podria interaccionar via puentes de
hidrégeno con los protones de los grupos pirrol del macrociclo de Ce6. Asi mismo, es visible una
menor contribucién de los residuos polares en la interacciéon con BSA (figura 3.48). Aunado a esto
se observan tres residuos hidrofdbicos ademas de Trp 134 que forman parte del ambiente de
interaccion en el sistema BSA-clorina e6, estos son Phe 124, Pro 279 y Leu 280 y se establece un

puente de Hidrégeno con el residuo Asn 159.

Gln msﬁs

Figura 3.47. Modelo 2. Poses de menor energia cercanas al residuo de Trp 134 generadas con el programa
Autodock Vina para el complejo BSA-clorina e6
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Figura 3.48. Modelo 2. Distancias y tipo de interacciones para el sistema BSA-clorina e6. Colores
Negro=Carbdn, blanco = Hidrégeno, azul = Nitrégeno, rojo = Oxigeno. Los puentes de Hidrégeno formados
se observan como lineas verdes



Tabla 6. Distancia y tipo de interaccion en los sistemas BSA-macrociclo tetrapirrélicos

Ligando Residuo Angulo del Distancia A Tipo de interaccion
donador

H2T(p-COOH)PP Glu 14 114.38 3.18 Puente de Hidrogeno
Asn 42 102.95 3.31 Puente de Hidréogeno
Lys 18 - 3.76 n-Cation*
Lys 18 - 5.26 Puente salino*

Clorina e6 Asn 159 - 291 Puente de Hidréogeno

Pro 279 - 3.72 Hidrofébica*
Lys 129 5.25 Puente salino*

* referencia [96]

Los andlisis in silico de acoplamiento molecular rigido reflejan una idea de las
conformaciones adoptadas por ambos macrociclos tetrapirrélicos en la zona cercana al residuo Trp
134, asi como los diferentes residuos cercanos con los que se pueden establecer interacciones
estables o en su caso desfavorables. Aunque en el caso del derivado de tetrafenil porfirina no se
observéd la presencia del residuo de Trp 134 en el ambiente de interaccion, es factible que este
residuo pueda tener rotaciones de enlace que le permitan adoptar una conformacion que favorezca
la interaccién con esta especie. En ese sentido, se decidio realizar estudios in silico de acoplamiento
molecular flexible (basado en el concepto que durante el proceso de muestreo o dockeo se
considera que tanto el ligando, asi como los residuos de interés de la proteina son entidades
flexibles). Tomando como conformacidn de partida al modelo 1, dado que en ambos sistemas es el
conformero de menor energia. Para tal efecto y en el caso de H,T(p-COOH)PP se consideraron solo
siete residuos del sitio de unidon como entidades flexibles: Glu 15, His 16, Phe 124, Glu 128, Trp 134,
Tyr 153 y Lys 157. Para el conformero correspondiente a la clorina e6 se consideraron ocho residuos
del sitio Ill como residuos flexibles, los cuales son: Glu 15, His 116, Phe 124, Glu 128, Trp 134, Tyr
153y Lys 157.

Acoplamiento molecular flexible

Algo destacable es que en el caso de la especie H,T(p-COOH)PP el residuo de Trp 134 adopta
una conformacion en la que se establece un acercamiento de 3.42 A (figura) a un grupo fenilo del
derivado de tetrafenil porfirina, distancia que es suficiente para definir que existe una transferencia
de energia del sistema aromatico del triptéfano a un fenilo de la porfirina. Asi mismo, se comprueba

que, con los resultados de acoplamiento molecular rigido, este residuo se mantenia a una distancia



de alrededor de 9 A, posiblemente como resultado del impedimento estérico de los residuos de His
16y Tyr 153 hacia la especie H,T(p-COOH)PP. Con los resultados de acoplamiento molecular flexible
se observa que ambos residuos adoptan una conformacién que permite un mayor acceso hacia el
Trp 134, por lo que ahora se pude avalar una correlacidon con el apagamiento de fluorescencia

observado por medio de los estudios experimentales.

Figura 3.49. Modelo 2. Diagrama de interaccion del acoplamiento molecular flexible para el sistema BSA-
H2T(p-COOH)PP. Los residuos en color negro corresponden a residuos rigidos, mientras los de color gris
corresponden a estos mismos, considerados como aminoacidos flexibles durante los analisis in silico

Aligual que con la especie H,T(p-COOH)PP, también se observd una libre rotacion de enlace
(enlace amida) del residuo de triptéfano 134, el cual adopto una conformacién mas préxima a la
especie clorina e6 (figura 3.49). Ahora se establece claramente una interaccién de tipo n- m a 4.05

A entre los anillos aromaticos del grupo indol de Trp 134 y un anillo de pirrol del nicleo porfirinico



de la clorina e6. Ademas, esta simulacidn revela que la aproximacion de los grupos N-H en ambas
especies es posible y podria ser un evento crucial para la estabilizacién del complejo formado. Esta
interaccion se establece a una distancia mayor que para el caso del derivado de tetrafenilporfirina,
probablemente esta diferencia en la distancia de interaccién con el residuo de Trp 134 sea la razén
de observar un apagamiento de fluorescencia mas débil en BSA. También se observa un mayor
acercamiento del residuo de Lys 157 a uno de los grupos carboxilo periféricos de la clorina e6, con
lo que se podria incrementar la energia de asociacidn no covalente en este sistema, por medio de

interacciones de tipo polar.

Gln 163

Phe 124
Trp 134 'c\

>

/ ,

4

Glu 128

Figura 3.50. Diagrama de interaccion del acoplamiento molecular flexible para el sistema BSA-clorina e6.
Los residuos en color negro corresponden a residuos rigidos, mientras los de color gris corresponden a estos
mismos, considerados como aminoacidos flexibles durante los analisis in silico



Finalmente, es posible afirmar que el nimero y localizacion de los grupos carboxilicos en la
periferia de las especies H,T(p-COOH)PP o Ce6 son sustituyentes esenciales para que ocurra la
interaccion con BSA. Sin embargo, las interacciones con los atomos centrales de nitrégeno del
macrociclo también son importantes para la formacidon de los complejos finales. Ademas, las
interacciones de las regiones aromaticas de los macrociclos y las regiones no polares de los
aminodacidos circundantes tienen un papel importante. Ante esta evidencia, las interacciones con
los 4&tomos centrales de nitrégeno resultan mas importantes para la especie Ceb como consecuencia
de su menor tamafio en comparacion con la especie H,T(p-COOH)PP. Por el contrario, como
consecuencia del efecto estérico de los grupos fenilo periféricos del H,T(p-COOH)PP, el cierre de los
residuos de la proteina a las regiones centrales de ese macrociclo es inhibida. Sin embargo, es
posible que haya interacciones del macrociclo con regiones polares o aromaticas bajas de residuos
de proteinas, como Phe 124, Tyr 153 o Trp 134. En otras palabras, el tamafio y la estructura de las
especies macrociclicas utilizadas tienen un efecto importante sobre la forma en que se forma el

complejo final y sobre su estructura y estabilidad.

3.7 Calculos de energia libre

En base a la metodologia propuesta por Nathan Baker [83], se realizé el célculo de la energia
libre de unién computacional AG,, tanto para los complejos de menor energia obtenidos mediante
las simulaciones de acoplamiento molecular rigido, asi como para la pose de menor energia
generada por medio de los andlisis de acoplamiento molecular flexible. El AG,. para ambos
complejos BSA- H,T(p-OH)PP y BSA-clorina e6, se calculé considerando las contribuciones
electrostaticas/polar y no electrostatica/apolar. El célculo de la energia electrostatica esta dividido

en dos componentes: la energia de solvatacién y la energia coulombica

AGyerec = AGygor + AGycow

En donde el AGs, representa la determinacién computacional de la energia de solvatacion
y AGeu representa la energia coulombica de cada uno de los complejos estudiados. Ambas
contribuciones fueron calculadas por medio del programa APBS Adaptive Poisson-Boltzmann Solver
[]. La contribucidén no electrostatica AGn, la cual representa el producto del cambio en el drea

accesible al disolvente (AASA) en el proceso de unidn, por el coeficiente y, que representa la tensidn



interfacial equivalente a 5 cal mol™ A fue determinado utilizando el programa VMD Visual

Molecular Dynamics. Finalmente, el AG,. se determind por medio de la siguiente ecuacion.

AGyc = AGgrec + AGyy,

Como se menciond con anterioridad a pH neutro la BSA presenta una carga negativa de
entre -15 y -17, lo cual se ve reflejado en los potenciales de superficie electrostatica de las figuras
3.50y 3. 51. Se puede observar que los residuos ionizables de BSA del sitio lll propician un ambiente
con densidad de carga negativa, sin embargo, se observan pequeiias zonas de carga positiva que se
pueden adjudicar al o los residuos de lisina que conforman este sitio. En cuanto a la especie H,T(p-
OH)PP, es claro que la densidad de carga negativa se concentra en los grupos carboxilicos
periféricos, mismos que tienen un mayor acercamiento a las zonas positivas del sitio de unidn en
BSA, con lo que se puede presentar una estabilizacién del complejo en base a la interaccién de
cargas opuestas entre ambas especies. La proporcion de carga neutra se encuentra localizada en el
nucled porfirinico, la cual es proclive a establecer interacciones de tipo hidrofdbico, por ejemplo,

con el residuo de Val 38.

Durante el acercamiento de la especie H,T(p-OH)PP a los residuos del sitio 11l de BSA, esta
ejerce un ligero efecto sobre la carga parcial positiva de los residuos cercanos (figura 3.51 b), puesto
gue se atenua la zona con carga positiva durante la formacién del complejo BSA- H,T(p-COOH)PP .
Con base a los datos de la tabla 5, se establece que la interaccion del sistema BSA- H,T(p-OH)PP es
gobernado por interacciones de caracter electrostatico, principalmente de tipo coulombico y en
menor medida por las interacciones de tipo no polar, lo cual concuerda satisfactoriamente con los

resultados experimentales y de acoplamiento molecular.



b)

Figura 3.51. Superficies de potencial electrostatico del sitio Ill de BSA (a) y la interaccion con H:T(p-OH)PP
(b).

En el caso de la clorina e6 al igual que con la especie H,T(p-OH)PP; la densidad de carga
negativa se presenta en los tres grupos carboxilicos periféricos. Es claro que el sitio Il de BSA y las
zonas cercanas de alrededor de 5 A presentan carga negativa, lo cual se ve reflejado en los
potenciales de la figura 3.51 a. De igual manera que con la especie H,T(p-OH)PP , también se
observa un cambio sobre la carga parcial positiva de los residuos en el ambiente de interaccidn
(figura 3.51 a). Sin embargo, este efecto es mas notorio en este sistema figura 3.51 b. En este

sentido, se establece en base a los datos mostrados en la tabla7, que al igual que con el derivado de



tetrafenilporfrina la interaccion es predominantemente de cardcter electrostatico de tipo

coulombico, y se establece en menor medida por las interacciones no polares que deben

concretarse a través de nucled porfiinico de caracter no polar de la clorina e6.

Figura 3.51. Superficie de potencial electrostatico del sitio 11l de BSA (a) y la interaccién con clorina e6 (b).



Tabla 7. Distancia y tipo de interaccion en los sistemas BSA-macrociclo tetrapirrélico (docking rigido)

Sistema AGsolv AGcoul Aan AGuc*
(kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/mol)

x 103

BSA-H:T(p-COOH)PP -9458.82 -509.0 -12.56 -9.98

BSA-Clorina e6 -10069.26 -1000.0 -10.53 -11.01

Para comprobar si predominan las interacciones de tipo electrostatico en las
conformaciones generadas por el acoplamiento molecular flexible de los residuos de BSA que
participan en la interaccién con los macrociclos tetrapirrélicos, también se realizaron estudios de
energia libre. Estd claro que los aminoacidos de manera aislada no reflejan la carga real de la
proteina en su totalidad. Sin embargo, genera una aproximacién del potencial de superficie
electrostatica de cada aminoacido en la zona de interaccidn con las especies de H,T(p-OH)PP y

clorina e6.

En primera instancia se observa claramente que los potenciales de superficie
electroctrostatica correspondiente a la serie de aminoacidos considerados como flexibles, es decir
Glu 15, His 16, Phe 124, Glu 128, Trp 134, Tyr 153 y Lys 157, para el caso del complejo BSA- H,T(p-
OH)PP, son predominantemente positivos (figura 3.52 a). Sin embargo, se observa una ligera
atenuacion de la carga positiva de estos residuos al momento de la interaccién con H,T(p-OH)PP.
Como se ha mencionado el nucleo porfirinico es capaz de establecer interacciones de tipo no polar
gue, junto con la sustitucién en su estructura con grupos polares como acidos carboxilicos, pueden
incrementar la incidencia y las fuerzas de interaccidn en estos sistemas. Finalmente, los datos de la
tabla 8 respaldan esta afirmacidn al confirmarse nuevamente que las interacciones que conllevan a
la formacién del complejo BSA- H,T(p-OH)PP son principalmente de caracter electrostatico de tipo

coulombico y en menor proporcidn las de tipo no polar.



Figura 3.52. Superficies de potencial electrostatico de la serie de residuos considerados como aminoacidos
flexibles (a) y su interaccion con H.T(p-OH)PP (b).



Figura 3.53. Superficies de potencial electrostatico de la serie de residuos considerados como aminoacidos
flexibles (a) y su interaccién con clorina e6 (b).



Tabla 8. Distancia y tipo de interaccion en los sistemas BSA-macrociclo tetrapirrélico (docking flexible)

Sistema AGsolv AGeoul Aan AGuc*
(kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/mol)

x 10* X 10*

BSA-H.T(p-COOH)PP -4.67 -506.0 -16.03 -4.66

BSA-Clorina e6 -4.65 -441.0 -17.78 -4.65




Capitulo 1V: Conclusiones y perspectivas



Conclusiones

Se descartaron las especies H,T(p-OH)PP, clorofila a y feofitina a para los estudios de
interaccion con BSA; debido al efecto de protonacion o agregacién que presentan estas especies en

medios acuosos.

Para los estudios de interaccién con BSA, se eligieron las especies H,T(p-OH)PP y clorina e6
en base a su solubilidad y estabilidad en medios preponderantemente acuosos, mismas especies

gue en su caso se aislaron, purificaron o sintetizaron satisfactoriamente.

En la interaccion de H,T(p-COOH)PP con BSA se observé una influencia importante del pH
al no presentarse una interaccién favorable a pH 8.5 seguramente debido a un efecto de repulsion
de cargas. Sin embargo, a pH 7 la interaccidon BSA-H,T(p-COOH)PP es termodinamicamente estable

estableciéndose un acoplamiento que sigue un modelo de sitios de unién independiente 1:1.

En el caso del sistema BSA-clorina e6, el pH no tiene un efecto relevante sobre la interaccion
entre ambas especies, a ambos pH de estudio la unidon es termodindmicamente estable y se

establece por medio de un modelo de sitios de unién independiente 1:1.

Con base a los parametros termodinamicos calculados: AG, AH y AS inherentes al proceso
de unidn, se establecié que las principales fuerzas de interaccién en ambos sistemas de estudio son
resultado de las fuerzas de van der Waals del tipo dipolo-dipolo, puentes de Hidrégeno, asi como
de las de tipo no polar. El cambio de energia libre negativo (AG) muestra que ocurre una interaccién
espontdnea.

Los estudios in silico, proporcionaron informacidon importante sobre el posible sitio de
fijaciony la geometria aproximada del acoplamiento, que en el caso particular de ambos macrociclos
tetrapirrdlicos se localiza en las proximidades del sitio Il de BSA. La formacién de los complejos
H,T(p-COOH)PP-BSA y clorina-e6-BSA, puede consolidarse principalmente a través de interacciones
de tipo puente de hidrégeno periféricas e hidrofdbicas al centro del macrociclo. Al considerar como
flexibles algunos residuos del sitio 1ll de BSA (por medio del acoplamiento molecular flexible), se
establecié una interaccién directa con el residuo de Trp 134, especialmente con la especie H,T(p-
COOH)PP, lo cual esta en concordancia con el apagamiento de BSA observado via los anadlisis por

espectroscopia de fluorescencia.



Se confirmé a través de los calculos de energia libre que en la estabilizacion de los complejos
formados se establece por medio de interacciones electrostaticas, de tipo coulombico y en menor

medida a través de interacciones de tipo no polar.

Todas las evidencias presentadas muestran que el tamafio y la estructura de los macrociclos
estudiados tienen un efecto importante en la formacién y estabilidad de los complejos formados.
En base a los resultados se considera importante la eleccidon de los macrociclos tetrapirrélicos u
otras especies activas, para la formulacién de este tipo de sistemas para posibles aplicaciones

médicas.

Perspectivas

Para futuros proyectos, seria importante considerar la metalacién o sustitucion con especies
lantanoides de los macrociclos tetrapirrdlicos empleados, con la finalidad de estudiar sus
propiedades espectroscépicas y los efectos que se establecerian en la interaccidn con proteinas
transportadoras.
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