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RESUMEN 

Durante los últimos años se ha generado un gran interés por el estudio de la relación existente 

entre las especies reactivas de oxígeno (EROs) y enfermedades como cáncer, hipertensión, 

diabetes mellitus, etc. debido a situaciones de estrés oxidativo.1-4 En particular, la diabetes mellitus 

está tomando una gran importancia en nuestros días, debido que afecta a un gran porcentaje de 

la población.5 En la mayoría de los casos, el tratamiento consiste en la administración de 

antidiabéticos (Andb) orales. 6,7 Por otro lado, la sangre es el principal transporte de fármacos en 

el organismo, debido a la existencia de proteínas como la albúmina del suero humano (HSA) que 

cumplen esta función. HSA es además el componente antioxidante fundamental del plasma:5

Considerando la posibilidad de que los Andb y HSA se encuentren expuestos a altas 

concentraciones de EROs, es que resulta interesante estudiar la degradación de los Andb 

Gliclazida (Gli) y Glipizida (Glip) mediada por EROs y evaluar la influencia de HSA sobre dicho 

proceso. También es de relevancia determinar el efecto de glucosa sobre los procesos de 

asociación Andb-HSA y los procesos de fotooxidación de dichos sistemas, teniendo en cuenta las 

altas concentraciones de dicho carbohidrato presentes en un paciente diabétíco.5

El estudio de la interacción Andb-HSA se realizó mediante espectroscopía de fluorescencia y 

por acoplamiento molecular. Los resultados obtenidos por ambas técnicas fueron coincidentes y 

complementarios: ambos Andb se unen a la proteína en dos sitios, identificados como sitio II y sitio 

extra. En presencia de glucosa se observa un aumento en la afinidad de ambos Andb por HSA. 

La participación de EROs en la degradación de los Andb, fue evaluada a través de estudios 

de fotooxidación sensibilizada por el pigmento natural Riboflavina (Rf). Los resultados indicaron la 

participación de oxígeno singlete (02(1,1g)) para ambos Andb y de anión radical superóxido (02•-) 

para el caso de Glip. La cuantificación de la participación de 02(1,1g) en el proceso degradativo de 

Gli, Glip, HSA, Gli-HSA y Glip-HSA, se realizó mediante la fotodegradación en presencia del 

sensibilizador artificial Perinaftenona (PN). Los resultados indicaron que HSA podría generar un 

efecto protector sobre el sistema Andb-HSA frente a 02(1,1g), lo que se atribuye al proceso de 

asociación Andb-HSA. Este efecto también se observó en presencia de altas concentraciones de 

glucosa (hiperglucemia). Por otra parte, se identificaron por HPLC-masa dos productos de reacción 

de Gli con 02(1,1g), los que resultaron ser no tóxicos sobre cultivos de la línea celular Vero. 
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ABSTACT 

In recent years it has been great interest in the study of the relationship between reactive 

oxygen species (ROS) and the development of some diseases as cancer, diabetes mellitus, 

hypertension, due to oxidative stress scenario.1-4 Diabetes mellitus is a world widely disseminated 

disease that has increased along the last years.5 The vast majority of cases of diabetes fall into two 

broad ethiopatogenic categories: diabetes mellitus type I, and the more prevalent diabetes mellitus 

type II. In the last case, treatment consists in the administration of antidiabetic compounds 

(Andb).8,7 On the other hand, several drugs are carried in blood by human serum albumin (HSA), 

the most abundant circulating protein in blood serum. It is also known that this protein has 

significant antioxidant capability.8

In this context, since Andb and HSA may be exposed at high ROS concentrations, the study 

of ROS-mediated degradation of the antidiabetics Gliclazide (Gli) and Glipizide (Glip), and the 

influence of HSA on that process, is a very interesting topic Besides, since patients suffering from 

diabetes are normally exposed to hyperglycemic conditions,5 the study of the influence of high 

glucose levels on the Andb-HSA binding process as well as in the ROS mediated degradation, also 

constitutes an objective of highly relevance. 

The binding between Andb-HSA was studied employing fluorescence spectroscopic 

techniques and molecular docking experiments Results obtained through both methods were 

coincident and complementary: both Andb bind to HSA on two sites, identified as site II and extra 

site. Under hyperglycemic conditions, an increment in binding constants was observed. 

ROS-mediated degradation of Gli and Glip was evaluated through photodegradation 

experiments, sensitized by the natural pigment Riboflavin (Rf). The Rf-photosensitized oxidation of 

both Andb occurs through a mechanism mediated by singlet molecular oxygen (02(1 g and in the 

case of Gli, superoxide radical anion is also an intermediate species. Contribution of 02(1Ag) to 

degradation process of Gli, Glip, HSA Gli-HSA and Glip-HSA was quantified using the artificial 

sensitizer Perinaphtenone. Results showed that HSA could exert a protective effect on the Andb-

HSA system against 02( Ag), due to binding process. Same results were obtained under 

hyperglycemic conditions. On the other hand, two photoproducts derived of Gli-O2(1 ) reaction 

were identified through HPLC-Mass spectrometry technique Studies of cytotoxicity on Vero cells 

cultures, indicated that these photoproducts result no toxic. 
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1-1 ANTECEDENTES E IMPORTANCIA DEL TEMA 

Durante los últimos años el interés por el estudio de las especies reactivas de oxígeno (EROs) 

ha crecido notablemente, debido a la existencia de un fuerte vínculo entre dichas especies y el 

desarrollo de un gran número de enfermedades.1-4 Es más, se ha intentado profundizar en el 

conocimiento de los mecanismos de generación y atenuación de estas especies a nivel celular. 

Estas investigaciones revelaron, por un lado, las capacidades celulares de producir cantidades 

moderadas de EROs debido a la participación de las mismas en procesos fisiológicos importantes 

como en la eliminación de microorganismos, en la señalización celular, etc.9 Además, quedó en 

evidencialo que existen varios procesos metabólicos que generan EROs como subproductos. Sin 

embargo, se sabe2 que la célula cuenta con diferentes mecanismos a través de los cuales puede 

mantener las concentraciones de EROs a niveles no tóxicos (balance oxidativo), debido a la gran 

reactividad que presentan estas especies. No obstante, se demostról que bajo ciertas condiciones 

se producen fallas en el mantenimiento de este balance oxidativo, que causan un incremento 

anormal en las concentraciones de EROs en las células, también conocido como situación de 

estrés oxidativo. Actualmente, se encuentran cada vez más evidencias que vinculan 

estrechamente a las altas concentraciones de EROs con el desarrollo de enfermedades como 

cánceril, resistencia a insulina12, diabetes mellitus2, enfermedad cardiovascular13, 

arterosclerosis14, envejecimiento celular15, entre otras. 

En relación a este último punto, cabe destacar la importancia que la diabetes mellitus está 

tomando en nuestros días. Se sabe5 que esta enfermedad afecta a un 8,3% de la población 

mundial adulta y se estima que aumentará a un 10% en 2035. A su vez, el 80% del total de 

pacientes diabéticos posee diabetes mellitus de tipo II. Parte del tratamiento en este caso consiste 

en la administración de Antidiabéticos orales (Andb), como lo son los compuestos pertenecientes 

a la familia de las sulfonilureas.6,7 Estos Andb actúan estimulando la liberación de insulina en el 

organismo. Los más empleados en la actualidad son compuestos que pertenecen a la segunda 

generación de sulfonilureas, tales como Gliclazida, Glipizida, Glibenclamida y Glimepirida.16

Teniendo en cuenta la estrecha relación existente entre la diabetes y las condiciones de estrés 

oxidativo, es que resultaría interesante evaluar los procesos de degradación de los Andb en 

presencia de EROs. En este sentido, se han encontrado en bibliografía algunas investigaciones 

relacionadas a procesos de degradación de compuestos Andb. Se puede citar el trabajo de Bansal 

et .91.17 quienes estudiaron los procesos de degradación de Glipizida en condiciones extremas de 

pH, temperatura, en presencia de altas concentraciones de H202 y bajo irradiación UV, como así 
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también la identificación de los productos de degradación, mediante la técnica de cromatografía 

líquida acoplada a espectrometría de masas (LC-MS). Los autores detectaron la formación de 

varios productos de degradación bajo diferentes condiciones experimentales ensayadas. Además, 

encontraron que la degradación de Glipizida es susceptible al pH y a la temperatura en solución, 

mientras que en estado sólido no se observó efecto de dichas variables. 

Por otro lado, se encuentran los aportes realizados por Selvaag el al. quienes estudiaron la 

toxicidad de los productos de fotodegradación por irradiación UVA directa de un grupo de Andb 

orales. Los resultados indicaron toxicidad in vivo e in vitro para los productos derivados de 

Clorpropamida, Tolbutamida y Glimidina,18 mientras que no se observó toxicidad para los 

productos derivados de Glipizida y Glibenclamida.19

Recientemente se publicaron estudios de fotodegradación directa con radiación UV y 

sensibilizada por Rosa de Bengala (RB) de otro Andb denominado Tolazamida, perteneciente a la 

familia de las sulfonilureas.20 Los resultados indicaron que no ocurre degradación sensibilizada 

por RB de Tolazamida, por lo que se descartó la posible interacción con 02(1Ag). En los 

experimentos de irradiación con luz UV del Andb se detectaron productos de oxidación de 

naturaleza radicalaria, derivados de la ruptura homolítica del carbono carbonílico del grupo amida. 

Estos productos, en presencia de lípidos, demostraron capacidad de abstraer hidrógenos y causar 

peroxidación lipídica. Los resultados obtenidos para estos mismos ensayos realizados en ausencia 

de oxígeno, confirmaron que este compuesto se podría comportar como un sensibilizador que 

probablemente reacciona vía mecanismos exclusivamente radicalarios. 

Por otro lado, la sangre es el principal transporte de medicamentos y sustancias hacia los 

tejidos del organismo, y está constituida por un conjunto de proteínas que cumplen esta función 

fundamental. La albúmina del suero humano, HSA (Human Serum Albumin), es una de las 

proteínas más abundantes de la sangre y representa aproximadamente el 60% del total de 

proteínas en el plasma.21 Está involucrada en el transporte de una gran cantidad de sustancias, 

tales como bilirrubina, medicamentos, ácidos grasos, hormonas, etC.22-24 Sin embargo, ha quedado 

en evidencia que HSA representa además el componente antioxidante fundamental del plasma, 

ya que se demostró que más del 70% de la actividad de captura de radicales libres en el suero 

sanguíneo se debe a HSA y que ésta proteína actúa en general como blanco principal para las 

especies oxidantes generadas en procesos de estrés oxidativo.25 Estudios previos indicaron que 

estas propiedades antioxidantes de la proteína derivan, por un lado, de sus capacidades de unión 

a determinados componentes o binding. Específicamente, se sabe26 que metales como Cu(I), que 
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puede participar en la generación de radical oxhidrilo, posee una gran afinidad por el extremo N-

terminal de HSA. Unido a la proteína, Cu(I) tiene menor posibilidad de participar en la generación 

de dicho radical. También se propuso que los ácidos grasos poliinsaturados unidos a HSA pueden 

encontrarse protegidos frente a reacciones de oxidación.27,28 Además, se descubrió que la 

proteína posee un único residuo de cisteína (Cis34) cuyo grupo -SH se encuentra reducido y que 

el mismo es capaz de reaccionar con el radical oxhidrilo e incluso regenerarse, siendo de esta 

manera un regulador redox muy importante.29,30 También se demostró la preferencia que posee el 

ácido hipocloroso (HOCI) por HSA.31 En todos los casos, se señaló que un aspecto favorable frente 

a estas condiciones, es la gran abundancia que HSA presenta en el plasma sanguíneo.25

Los procesos de binding entre HSA y diferentes ligandos han sido muy estudiados durante 

las últimas décadas a través de una gran variedad de métodos.32-45 Uno de los principales motivos 

que ha llevado a dichos estudios, consiste en el conocimiento y caracterización de las 

interacciones ligando-HSA para comprender los aspectos farmacocinéticos y farmacodinámicos 

de los medicamentos.46-48 No obstante, el aspecto antioxidante de HSA relacionado a su 

capacidad de binding y su efecto sobre las interacciones con medicamentos aún no ha sido muy 

explorado. Uno de los primeros resultados que significó un gran avance para el estudio de las 

interacciones, surgió de las investigaciones realizadas por Sudlow et al. quienes propusieron la 

existencia de dos sitios de unión o binding en HSA denominados sitio I y sitio II, mediante 

experimentos de desplazamiento de pruebas fluorescentes.49,50 Posteriormente, utilizando 

fragmentos de HSA generados por digestión de tripsina y pepsina, Bos et al. propusieron que los 

sitios I y II de HSA se encontraban localizados en los dominios II y III de la proteína (Figura 1, 

sección 1-3.6), respectivamente.51 De esta manera, la mayoría de los trabajos publicados desde 

entonces, se han centrado en el estudio de las interacciones ligando-HSA en estos dos sitios 

principales, empleando fundamentalmente técnicas de espectroscopia de fluorescencia, Uy-

Visible, desplazamiento de pruebas fluorescentes, ultracentrifugación y diálisis, entre otras.52-65

Sin embargo, con el avance de las técnicas de cristalografía y de difracción de rayos X, se 

comenzó a conocer con mejor detalle no sólo la estructura de HSA, sino también las estructuras 

de la proteína co-cristalizada con diferentes ligandos.66-70 Este nuevo panorama advirtió sobre la 

existencia de otras cavidades en las que se pueden establecer interaccionesf1-75 Además, cabe 

destacar la importancia que están teniendo en nuestros días las herramientas computacionales 

aplicadas a varios sectores de la ciencia como complementos fundamentales en la búsqueda del 

conocimiento. En este contexto, el empleo de técnicas de simulación computacional, como las de 
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acoplamiento molecular o docking, han contribuido en gran medida a la comprensión de la 

naturaleza de las interacciones, complementando los resultados experimentales y ampliando los 

esquemas iniciales de interacción ligando-HSA.76-83

En el caso particular de la interacción entre Andb y HSA, se han publicado algunas 

investigaciones realizadas por Seedher y Kanojia, quienes estudiaron la asociación de los Andb 

Gliclazida, Repaglinida, Glipizida y Glimepirida con HSA.84,86 Estos autores encontraron que 

Gliclazida y Repaglinida se unen solo al sitio II de HSA, mientras que Glipizida y Glimepirida se 

unen a los sitios I y II de la proteína. En general, la cuantificación de las constantes de binding en 

estos estudios se realizó mediante técnicas de fluorescencia y la identificación de los sitios 

involucrados, mediante desplazamiento de pruebas fluorescentes. Respecto de esta última 

técnica, es importante tener en cuenta que si bien ha sido ampliamente utilizada en la predicción 

de los sitos involucrados en la asociación ligando-HSA, presenta algunas debilidades. Estos 

experimentos se basan en la utilización de pruebas moleculares fluorescentes que se unen 

específicamente a los sitios I o II de HSA o a ambos. Experimentalmente se observan los espectros 

de emisión de la prueba fluorescente inicialmente unida a HSA en presencia del ligando. Si ocurre 

alguna modificación en la emisión, es probable que dicho ligando esté desplazando a la prueba 

fluorescente de su sitio de unión, y que por lo tanto el ligado se una al sitio en cuestión. Los 

cambios que se detectan son similares a los que se observan cuando la prueba fluorescente pasa 

de un entorno hidrofóbico hacia un medio polar.49 Sin embargo, una dificultad que puede generar 

una interpretación errónea de los resultados, es el hecho de que los cambios en la emisión de las 

pruebas fluorescentes pueden ocurrir igualmente por otras causas que no sean el desplazamiento 

competitivo del sitio de binding. Puede ocurrir un desplazamiento no competitivo de la prueba, o 

cambios en su rendimiento cuántico de fluorescencia, debido a cambios conformacionales que 

ocurran en HSA por interacción del ligando con otros sitios de binding.49 Además, esta metodología 

queda limitada a la investigación de la asociación ligando-HSA únicamente en los sitios I y II. 

Por su parte, la espectroscopia de fluorescencia ha sido y sigue siendo una técnica muy 

utilizada en estas investigaciones, ya que es una de las más versátiles y sensibles en el estudio 

de las interacciones entre una proteína y un ligando.86 En el caso particular de HSA, la técnica se 

aplica excitando al único residuo triptófano (Áexc = 295 nm), cuya emisión de fluorescencia puede 

desactivarse en presencia del ligando. De este modo, la ventaja que se presenta, es que la 

interpretación de los resultados es mucho más sencilla debido a que la información proviene desde 

un único fluoróforo, que además resulta sensible a los cambios que ocurren en su entorno. 
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Otros estudios sobre la interacción Andb-HSA propusieron87 que Acetoxamida y Tolbutamida 

se unen a los sitios I y II de HSA con afinidades similares y constantes de binding del orden de 

104-105 M-1. Estos resultados han sido obtenidos mediante cromatografía de afinidad de alta 

eficacia. 

Por otro lado, es importante tener en cuenta que la diabetes es una enfermedad caracterizada 

por niveles anormalmente altos de glucosa en sangre, que pueden generar alteraciones 

patológicas muy importantes en los pacientes diabéticos.55 En estas condiciones de hiperglucemia 

no controlada, pueden ocurrir reacciones no enzimáticas de los grupos cetona o aldehído de 

glucosa con los grupos amino de proteínas, formando de esta manera los llamados productos de 

glicación avanzada, también conocidos como AGEs (Advanced Glycated End Products).59,99 Estos 

productos no solo pueden causar perjuicios en las funciones biológicas de las proteínas, sino que 

además se ha informado su contribución a las condiciones de estrés oxidativo, ya que son capaces 

de inducir la generación intracelular de ER0s.91

En este contexto, surgen las principales motivaciones de este trabajo de tesis. Considerando 

la posibilidad de que los Andb y HSA se encuentren expuestos a altas concentraciones de EROs 

(asociadas al escenario de estrés oxidativo ligado a la diabetes), los antecedentes que indicaron 

la sensibilidad de algunos Andb a reacciones fototóxicas y los indicios que relacionaron las 

propiedades antioxidantes de HSA a sus capacidades de binding, es que resulta sumamente 

interesante estudiar los procesos de degradación sensibilizada de los Andb Gliclazida (Gli) y 

Glipizida (Glip), ya que no se no se cuenta con un estudio detallado y completo que caracterice 

los procesos de degradación de estos Andb mediados por EROs. También evaluar qué influencia 

ejerce sobre dicho proceso, el binding o interacción de estos compuestos con HSA, considerando 

los indicios ya existentes de las interacciones Andb-HSA e incursionando además, en la búsqueda 

de nuevas evidencias experimentales que permitan explorar un panorama más amplio del modelo 

de interacción Andb-HSA. 

Por otro lado, es importante además, estudiar la generación de productos de oxidación 

derivados de la interacción de los Andb con EROs que sean eventualmente tóxicos para la salud. 

Finalmente, teniendo en cuenta que los Andb y HSA pueden encontrarse en microentornos 

comunes caracterizados por la presencia de altas concentraciones de glucosa y los escenarios de 

estrés oxidativos que estas condiciones puede generar en pacientes diabéticos, es de relevancia 

estudiar el efecto que este carbohidrato puede tener tanto en el proceso de asociación Andb-HSA 
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como en la fotodegradación mediada por 02(14g), proceso degradativo fundamental del sistema 

en estudio. 
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1-2. OBJETIVOS 

I-2.1.GENERAL 

• Estudiar el potencial proceso de degradación mediado por EROs de compuestos 

antidiabéticos e investigar la influencia de HSA en dicho proceso. 

I-2.2.ESPECIFICOS 

• Caracterizar la asociación de Gliclazida (Gli) y Glipizida (Glip) a HSA mediante la 

determinación de constantes de asociación o binding, detección del número de sitios 

involucrados en la unión y determinación de los parámetros termodinámicos de 

interacción. 

• Identificar y caracterizar los sitios de unión de Gli y Glip a HSA mediante estudios teóricos 

de acoplamiento molecular (docking). 

• Estudiar la cinética y los mecanismos de degradación sensibilizada de los sistemas Gli, 

Glip, HSA, Gli-HSA y Glip-HSA mediados por ER0s, en presencia del pigmento natural 

Riboflavina y del sensibilizador artificial Perinaftenona. 

• Identificar los productos de fotooxidación mediada por oxígeno singlete de los Andb. 

• Evaluar la potencial toxicidad de los productos de fotooxidación de los Andb in vitro. 

• Investigar la influencia de glucosa sobre los procesos de binding entre los Andb y HSA, 

como así también sobre la fotooxidación sensibilizada por Perinaftenona de los sistemas 

Andb y Andb-HSA. 
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1-3. CONSIDERACIONES TEÓRICAS 

1-3.1. OXÍGENO 

El oxígeno apareció en la tierra hace aproximadamente 2 billones de años gracias a la 

evolución de las cianobacterias,92 microorganismos capaces de realizar fotosíntesis. Si bien en la 

actualidad solo representa el 21% de los gases presentes en la atmósfera, el oxígeno en su estado 

fundamental es vital para la mayoría de los organismos. A través de la respiración celular, el 

oxígeno es capaz de generar una cantidad considerable de energía que permite el desarrollo de 

la vida y evolución en los seres vivos. 

A pesar de ser una molécula sencilla, oxígeno posee propiedades inusuales respecto del 

comportamiento magnético, espectroscópico y reactivo. La explicación a este fenómeno proviene 

de la configuración electrónica de esta molécula. Dos átomos de oxígeno con sus seis electrones 

se unen para formar una molécula cuya configuración electrónica (siguiendo la regla de Hund) en 

su estado fundamental puede ser descripta de la siguiente manera: 02 (Fundamental): (core) 

(Trx)2(Try)2(1rx*)10-0 1

Como puede notarse, todos los electrones, con excepción de los que ocupan los orbitales u*, 

se encuentran apareados. Estudios previos93,94 indicaron que esta configuración podría generar 

tres estados electrónicos: un triplete 02(1Eg-) y dos estados excitados singletes 02(1Ag) y O2(1 g), 

dependiendo de la posición que tomen los electrones en los orbitales de antienlace u* y sus 

estados de espín correspondientes 

37,5 

(Esquema 1): 

A E (Kcalimol) 

+Trx* 02 (1E91 

22,5 02 (1A9) _ 

Trx* UY* Trx* *BY* 

02 (3;1 

o Trx* Try*

Esquema 1: Diagrama de los posibles estados de espín de los electrones del HOMO del oxígeno. 
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Los estados 02( Ax) y 02(1Ay) que se obtienen cuando los electrones se encuentran apareados 

en los orbitales (-rrx*)2 o (rry*)2 respectivamente, se encuentran degenerados y generalmente se 

los refiere como al estado "singlete" u 02( A9). 

Los estados excitados 02(1A9) y 02(1Z9+) se encuentran respectivamente a 22,5 y 37,5 

Kcal/mol por encima del estado fundamental (Esquema 1).96 Los tiempos de vida radiativos de 

02(1Ag) y 02(1Eg+‘ ) son de 2,7x103 seg y 7,1 seg respectivamente, los que pueden considerarse 

relativamente largos 96 Sin embargo, estos tiempos de vida no son observables bajo condiciones 

normales de presión o en solución, puesto que ocurren desactivaciones químicas y colisionales 

muy eficientes de ambos estados excitados. Para el caso de 02(1A9), se ha indicado que éste 

podría interaccionar con el solvente de manera que la transición 02(1A9) a 02 (3Z9-) sea posible, 

aunque según las reglas de selección, la misma estaría prohibida 

Como se mencionó anteriormente, 02(3Z9-) presenta una configuración electrónica en la que 

sus últimos dos electrones se encuentran desapareados (configuración de espín triplete) De esta 

manera, la posibilidad de que ocurra una reacción entre 02(3E9-) y otras moléculas se encuentra 

bajo la restricción que imponen las reglas de selección, ya que la mayoría de las moléculas en 

estado fundamental poseen apareados sus electrones de valencia (configuración de espín 

singlete) 97,98 

De los estados electrónicamente excitados de oxígeno, puede decirse que si bien se 

conoce99,100 que 02(1E9+) presenta reactividad frente a algunas moléculas, 02(1A9) constituye el 

estado excitado de mayor participación en reacciones con una gran variedad de moléculas, 

muchas de las cuales pertenecen a biomoléculas de gran importancia.101,102 En la siguiente 

sección se discutirá en mayor profundidad éste aspecto. 

1-3.2. ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO (ER0s) 

Las especies reactivas de oxígeno (ER0s) se definen como una serie de moléculas derivadas 

de oxígeno, que se caracterizan por ser muy reactivas. Entre ellas se distinguen especies 

radiaclarias como el anión radical superóxido (02.-), radical oxidrilo (H0'), radical peroxilo (R02') y 

radical perhidroxilo (H02'), y especies no radicalarias como peróxido de hidrógeno (H202), oxígeno 

singlete (02(1A9)), ácido hipocloroso (HOCI) y ozono (03). La razón por la que estas especies son 

muy reactivas puede atribuirse a su gran poder oxidante, o bien a que son especies radicalarias. 

Por definición, un radical es una especie que existe en estado independiente y posee uno o más 

electrones desapareados Dado que los electrones tienden a estar más estables apareados en un 
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orbital, las especies radicalarias tienden a ser más reactivas. En este sentido, dos radicales 

pueden reaccionar aportando sus electrones para formar un enlace covalente, o pueden 

reaccionar con especies no radicalarias. En este último caso, el radical puede tomar un electrón 

desde la molécula y completar el par, donar su electrón o unirse a ella. Una característica común 

de estas reacciones es que siempre se forma un radical y suelen seguir mecanismos de reacción 

en cadena:03

Desde un punto de vista netamente químico, la formación de estas EROs ocurre por reducción 

secuencial del oxígeno mediante reacciones de transferencia de electrones al mismo, generando 

de esta manera anión radical superóxido, peróxido de hidrógeno y/o radical hidroxilo (Esquema 

4104 

Oxígeno Anión Radical Anión Anión Anión 
Superóxido Peróxido Oxeno Oxido 

_ 
02 (3Eg") 

e- 
> 02 02 -2 

e- 
fl) . 02 4 O 0 -2

49 4. 11+ 
2H* 42w 4, H4 412H+ 

02(l1 g) H02. H202 H20 HO 
Oxígeno Radical Peróxido de Radical 
Singlete Perhldroxlio Hidrogeno Hidroxllo 

H20 

Esquema 2: Generación de diferentes EROs por transferencia de energía o por reducción secuencial de oxígeno. 

A su vez, existen otros procesos que dan lugar a la formación de especies no radicalarias 

como 02(14g), que serán comentados a continuación. 

Teniendo en cuenta que este trabajo de tesis se encuentra orientado a los sistemas biológicos, 

en la siguiente sección se describirán los procesos de formación y reactividad de radical anión 

superóxido, peróxido de hidrógeno y radical hidroxilo, específicamente a nivel celular. Por su parte, 

ya que dentro de los objetivos de este trabajo se encuentra el estudio de los procesos de 

fotodegradación sensibilizada de los sistemas Andb, HSA y Andb-HSA, mediados por 02(1Ag), la 

descripción de las características, generación, desactivación y detección se realizará en mayor 

detalle en una sección especialmente dedicada a esta ERO. 
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1-3.2.1. Anión Radical Superóxido: 

El anión radical superóxido (021 se forma en la célula principalmente durante el proceso de 

respiración celular en las mitocondrias.105 106 En este proceso, ocurre la transferencia de 

electrones a través de un complejo de proteínas asociadas a la membrana interna de la 

mitocondria, denominado cadena transportadora de electrones. Recientemente, se ha demostrado 

la generación de 02- a través de estos complejos proteicos.107,108 Entre ellos se encuentran el 

complejo I (Nicotinamida adenina dinucleótico reducido co-enzima Q reducatasa, NADH coQ 

reductasa), el complejo II (succinil dehidrogenasa) y el complejo III (ubiquinol citocromo c 

reductasa). Aparentemente, los electrones que están involucrados en la cadena respiratoria se 

escapan de los transportadores y llegan al oxígeno, reduciéndolo hasta 02'. 

Existen algunas enzimas que también contribuyen a la formación de 02-. Un ejemplo son las 

enzimas Nox, un complejo de proteínas denominadas NADPH oxidasas.109 Estas enzimas actúan 

mediante estímulos celulares transfiriendo electrones al oxígeno, formando 02- como producto. 

Estas enzimas son primordiales en el sistema defensivo frente a microorganismos en leucocitos, 

en células del tejido endotelial vascular, en células musculares y en fibroblastos.110

Por otro lado, algunas moléculas como glucosa se pueden oxidar en presencia de oxígeno, 

transfiriéndole un electrón y dando origen al radical 02.-. Este hecho se relaciona con los 

escenarios de estrés oxidativo característicos en los pacientes diabéticos, cuyos tejidos se 

encuentran expuestos a altas concentraciones de glucosa por largos períodos de tiempo.111 Los 

tioles también se pueden oxidar en presencia de oxígeno, generando radicales de azufre, 02- y 
OH'. Este proceso se favorece a pH alcalino y en presencia de iones metálicos como los iones de 

cobre e iones de hierro. 112,113

A pesar de su naturaleza radicalaria, Or no presenta una gran reactividad en solución 

acuosa.114 Sin embargo, su poder reactivo se encuentra, en la selectividad con que reacciona.115

Por ejemplo, 02- puede reaccionar con el radical NO para formar peroxinitrito (ON00-): 

0;* + NO* —>ON00 (Ec. 1) 

Este producto se protona rápidamente a pH fisiológico para formar ácido peroxinitroso 

(ONOOH), un agente altamente oxidante que es capaz de reaccionar con ADN, proteínas y otras 

biomoléculas importantes.116 Además, se sabe que 02- inactiva algunas enzimas que son 

importantes en el metabolismo de aminoácidos y en la producción de energía. Estas enzimas son 

complejos de Fe-S, que al ser inactivadas u oxidadas por 02- liberan iones Fe al medio.115 De esta 
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manera, estos iones pueden quedar disponibles para participar en la reacción Fenton, que será 

detallada más adelante. De esta manera, la importancia de la formación de 02- en las células 

proviene de las transformaciones potenciales que este radical puede tener en especies mucho 

más reactivas. A continuación se detallará la generación y características de otras EROs y su 

relación con 02-. 

1-3.2.2. Peróxido de Hidrogeno (H202) 

En las células, la mayor parte de H202 se forma a través de la reacción catalizada por la 

enzima Superóxido Dismutasa (SOD). Su función es la desactivación específica de 02- formando 

como productos 02 y H202, tal como se muestra en la siguiente reacción: 

± ± 2H+  sw >H202 +02 (Ec.2) 

A pesar de ser un producto de desactivación de otra especie (el anión radical superóxido), la 

producción de H202 es importante porque también cumple con algunas funciones fisiológicas en 

la célula. No solo en la defensa inmune frente a agentes patógenos sino que además se sabe que 

es necesario como co-factor de la tiroperoxidasa, una enzima importante en la etapa final de 

síntesis de la hormona tiroides.117 Otras fuentes generadoras de H202 son ciertas enzimas 

involucradas en el empaquetamiento de proteínas en el retículo endoplasmático de células 

eucariotas, como es el caso de la disulfuro polimerasa y oxidoreductina 1. Su función es catalizar 

reacciones de transferencia de electrones empleando flavina adenina dinucleótido (FAD) y 

oxígeno, donde éste último actúa como aceptor final de los electrones produciendo H202.118

Por otro lado, se ha sugerido la formación de H202 mediante una reacción catalizada por la 

enzima xantin-oxidasa a partir de H20 y 02.119

H202 se caracteriza por ser una especie poco reactiva debido a que no es radicalaria. Sin 

embargo, al igual que 02-, es selectivo en su reactividad. Por ejemplo, en presencia de iones Fe(II) 

es capaz de generar una especie mucho más reactiva mediante una reacción conocida como 

reacción Fenton:120

H202 + Fe' >0H +0H- + Fe'(Ec. 3) 

Existen muchas evidencias experimentales que indican que la reacción ocurre con el ion Fe(II) 

acomplejado a un ligando (L), que puede ser una molécula de EDTA, fosfato o algún quelante 
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biológico. En este mecanismo se ha propuesto la formación de un intermediario "peróxido-ferroso" 

que aún se encuentra acomplejado al ligando: 121

H202 + L - Fe+2 --->L Fe(H202 )' (Ec. 4) 

L— Fe(H202 )' -->L Fe' +OH +0H( Ec. 5) 

L — Fe(H 202 )+2 --->L Fe-P4 + 20H- (Ec. 6) 

Como se puede observar, el intermediario L-Fe(H202)+2 puede generar el radical OH' (Ec. 5) 

o el anión hidroxilo (Ec. 6). Las velocidades con que pueden ocurrir estos procesos y en 

consecuencia la producción de radical OH*, dependerán por un lado de la accesibilidad del H202 y 

por ende de la naturaleza del quelante, como también del pH del medio. 

Otra reacción en la que participa H202 es la llamada reacción Haber-Weiss, un ejemplo 

específico de la reacción Fenton en la que también se involucra el radical 02 - : 

0; - ± H 20 2 Cu/Fe >0He + OH- + 0 2 (Ec, 7) 

Esta reacción también puede ser catalizada por Cu(I) y es una de las reacciones que (como 

se indicó previamente) le otorga al 02- una potencial toxicidad debido a la formación de OH*. 

También se ha observado que mediante la acción de la enzima mieloperoxidasa, H202 puede 

interaccionar con Cl- para formar ácido hipocloroso (HC10), una especie muy oxidante implicada 

en el sistema inmune del organismo.122

Por otro lado, se sabe que la acumulación de H202 puede ser dañina porque es capaz de 

causar destrucción a nivel de ácidos nucleicos (ADN) y membranas celulares por liberación de 

iones Ca+2 en el interior celular, lo que activa el funcionamiento de nucleasas y proteasas 

dependientes de este ion. 123

1-3.2.3. Radical Hidroxilo (OH') 

El radical hidroxilo (OH*) se puede formar en medios biológicos por absorción de radiación de 

alta energía de las moléculas de agua. Existe una ruptura homolítica a nivel del enlace OH-H que 

genera los radicales H• y OH'. Sin embargo, las fuentes más importantes de radical OH• son la 

reacción Haber-Weiss y la reacción Fenton (Ec. 7 y Ec. 3, Introducción, sección 1-3.2.2). 

OH • es conocido como una de las especies más reactivas en los organismos vivos. Puede 

reaccionar fácilmente con proteínas y ácidos nucleicos, combinándose y formando otras especies 
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radicalarias.124 Es tan reactivo que una vez generado in vivo, presenta un tiempo de vida que se 

encuentra en la escala de los microsegundos.183 Además, OH es capaz de abstraer hidrogeno, 

por ejemplo, de los carbonos de cadenas de ácidos grasos poliinsaturados, reacción más conocida 

como peroxidación. Las cadenas carbonadas de los fosfolípidos de las membranas celulares son 

blancos muy comunes de OH'. Estas reacciones dan lugar a la formación de los radicales 

centrados en el carbono, que a su vez, pueden combinarse con oxígeno para dar los radicales 

peroxilo. Estos pueden iniciar una reacción en cadena que ataca a las cadenas carbonadas 

adyacentes causando un gran daño oxidativo en los sistemas biológicos. Incluso, puede abstraer 

hidrogeno de los grupos tioles reducidos. Estos a su vez, se pueden combinar con oxígeno y formar 

especies sulfuradas (RSO. y RS02.) de naturaleza radicalaria, que son muy importantes a nivel 

celular por su potencial efecto destructivo.125-127

1-3.3. BALANCE REDOX 

Tal como fue indicado anteriormente, se ha propuesto que las EROs cumplen importantes 

funciones en determinados procesos fisiológicos y por tal motivo son importantes para el 

funcionamiento normal de la célula. Entre algunos de los ejemplos, se sabe que 02- y H202 

intervienen en la fisiología vascular normal, regulando el diámetro vascular en respuesta a factores 

ambientales de estrés.128 Por otro lado, en situaciones de hipoxia se liberan EROs que funcionan 

como señalizadores celulares que desencadenan una serie de respuestas funcionales que tienden 

a subsanar dicha situación.129 Además, las EROs participan en la respuesta inflamatoria que 

desactiva a patógenos, siendo de esta manera una herramienta fundamental del sistema 

inmune:30 También se sabe que las EROs participan como señalizadores químicos en la 

regulación génica y en la transcripción de determinados genes mediante la estabilización de 

cromatina.131 Estos son sólo algunos ejemplos de la función que cumplen estas especies en 

procesos fisiológicos importantes. 

Sin embargo, también se ha relacionado a las EROs en el desarrollo de determinados cuadros 

patológicos. En condiciones de altas concentraciones de glucosa, como ocurre en el caso de la 

resistencia a insulina y la diabetes, se sabe que existe un incremento en la producción de EROs a 

través de diferentes mecanismos bioquímicos, como la autooxidación de gliceraldehídos, 

activación de proteínquinasa C, producción de sorbitol y metilglioxal y fosforilación oxidativa.132

Este incremento desmedido en EROs afecta principalmente a las células secretoras de insulina 

(células beta del páncreas).133 Por otro lado, se sabe que las EROs están vinculadas al desarrollo 
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de cáncer a través no sólo de la generación de mutaciones en el material genético o activación de 

oncogenes, sino que también se ha comprobado que actúan como señalizadores químicos que 

permiten el desarrollo de la carcinogénesis.134 En el caso de la hipertensión, recientes 

investigaciones han indicado que cantidades anormales de 02- pueden causar una reducción en 

la biodisponibilidad de óxido nítrico que funciona como vasodilatador. También se sabe que un 

exceso de EROs puede causar efectos tóxicos sobre las células del cerebro, estando así 

relacionadas con enfermedades como Parkinson y mal de Alzheimer.135

Como puede observarse, las EROs son importantes para que una gran variedad de procesos 

fisiológicos puedan ocurrir normalmente, pero también pueden ser realmente nocivas para el 

organismo. Es por ello que un verdadero equilibrio en las concentraciones de EROs resulta vital. 

Por este motivo, las células cuentan con sistemas de control que les permiten mantener un 

equilibrio en las concentraciones de EROs. El mecanismo de defensa principal está representado 

por un conjunto de enzimas denominadas Catalasa (CAT), Glutatión Peroxidasa (GSH) y 

Superóxido Dismutasa (SOD).123 Las dos primeras desactivan a H202 (Ec. 8 y Ec. 9) mientras que 

la última desactiva a 02- (Ec. 2, Introducción, sección 1-3.2.2). Las reacciones involucradas en la 

desactivación de H202 son las siguientes: 

H 20 2 -----> 
CAT 

H 20 + 02 (Ec. 8) 

2GSH +H202  GSH-Pe"x >GSSG+ H20 (Ec. 9) 

SOD comienza con el ciclo de atenuación dismutando 02- a H202. Seguidamente, CAT 

desactiva a H202 formando agua y oxígeno (Ec. 8) y/o Glutatión peroxidasa (GSH-perox) puede 

desactivar H202 produciendo agua,136 (Ec. 9) con la consecuente oxidación de Glutatión reducido 

(GSH) a oxidado (GSSG). Se ha propuesto que GSH es más eficiente en esta desactivación ya 

que se encuentra en los mismos compartimientos celulares (citosol y mitocondria) que SOD. Otra 

defensa primaria frente a EROs es la existencia de proteínas que acomplejan Fe (Transferrina) o 

proteínas del suero como albúmina, que acomplejan Cu. Estas proteínas poseen una alta afinidad 

por dichos metales, de manera que su existencia en el plasma como iones libres se reduce al 

mínimo.31,137 De esta manera, la posibilidad de catalizar la reacción con H202 y formar OH. se 

encuentra minimizada (reacción Fenton). 

Por otro lado, existen mecanismos secundarios de defensa que involucran la participación de 

compuestos denominados antioxidantes, que son capaces de reaccionar con las EROs y 

atenuarlas en productos no dañinos. Un ejemplo es la existencia de a-tocoferol (Vitamina E), un 
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compuesto natural liposoluble que se encuentra en membranas celulares y en lipoproteínas del 

plasma, que funciona como un antioxidante de cadena abierta. Su reacción con especies 

radicalarias (por ejemplo derivadas de la lipoperoxidación) da lugar a la formación de un radical 

que es poco reactivo. Se ha propuesto además, que dicho radical puede regenerar a-tocoferol 

mediante su reacción con ácido ascórbico (Vitamina C) o GSH.138 Otros compuestos también se 

caracterizan por su capacidad antioxidante. Entre ellos se encuentran los carotenos, ácido úrico y 

polifenoles. 

1-3.4. OXÍGENO SINGLETE 02(1Ag) 

1-3.4.1. Generación de 02(1Ag) 

La generación de esta especie a nivel celular puede ocurrir a través de procesos químicos o 

por sensibilización, que se comentarán a continuación. 

1-3.4. la. Procesos Enzimáticos 

Dentro de los procesos químicos no sensiblizados se encuentran las reacciones catalizadas 

por enzimas como mieloperoxidasa y eosinofilo peroxidasa,139-141 presentes en ciertos tipos 

celulares como eos1nófi1os142 y macrófagos.143 En el caso específico de la reacción catalizada por 

mieloperoxidasa, H202 y ácido hipocloroso reaccionan como se muestra en la siguiente ecuación: 

Ce -  +H 20 2 ----> 02 
( 1

Ag ) + Cr +H 20 (Ec. 10) 

La producción de 02(1Ag) ocurre a partir del anión peróxido de cloro (0100-) que es un 

intermediario en la reacción. La generación de esta especie a través de estos procesos se 

encuentra ligada al sistema de defensa celular frente a agentes patógenos. 

¡-3.4. lb. Reacción de H202 con peroxinitrito 

H202 también puede reaccionar con peroxinitrito (Esquema 3),144 un compuesto biológico 

formado por interacción de los radicales 02- y NO' (Ec. 1, Introducción, sección 1-3.2.1), para 

formar 02( 1Ag). 

Los estudios de esta reacción sugieren que 0N00- reacciona en su configuración cis con 

H202 en un mecanismo concertado. 
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H O / C) -N N 
% OH 

NO2- + H20 + 02(14g)

Esquema 3: Mecanismo de reacción de peroxinitrito (0N00-) con peróxido de hidrógeno (H202) para la formación de 

02( 1 Ag). 

1-3.4.1.c. Descomposición térmica de endoperóxidos 

Los endoperóxidos se forman por reacción de compuestos derivados de antraceno, 

principalmente con oxígeno, mediante procesos sensibilizados.145 La descomposición térmica de 

estos endoperóxidos (Esquema 4) genera 02(1Ag).146 

hv 

o2

Calor 

Esquema 4: Formación de 02(14g) por descomposición térmica de endoperóxidos. 

+ 02('Ag) 

Se sabe que la reacción avanza mediante un mecanismo concertado de ruptura de los enlaces 

C-0. Además, se ha indicado que la mayor parte de la energía de activación de esta reacción es 

utilizada eficientemente para generar la excitación electrónica y consecuente producción de 
02(1Ag).146 

1.3.4.1.d. Autodescomposición de radicales hidroperoxilo 

La autodescomposición de radicales sec-butilhidroperoxilo es capaz de generar 02(1Ag) como 

se propone en el siguiente esquema.147

Esquema 5: Formación de 02(14g) por auto-descomposición térmica del radical sec-butil hidroperoxido. 

18 



Fotodegradación de compuestos antidiabéticos y su interacción con albúmina de suero 
humano 

Esta misma reacción también ocurre en el caso de los radicales hidroperoxilo de ácido 

linoleico. En las células de mamíferos, las membranas celulares y microsomas se encuentran 

formadas por ácidos grasos insaturados como el linoleico. En presencia de especies radicalarias, 

dichos ácidos grasos pueden sufrir peroxidación lipídica y generar radicales hidroperoxilo. La 

autodescomposición de éstos es capaz de producir de esta manera 02(1Ag). 

1-3.4.1.1 Sensibilización 

Los procesos sensibilizados para la generación de 02(1Ag) ocurren según se muestra en el 

Esquema 6. En el proceso [1], el sensibilízador, que generalmente puede ser un colorante o 

pigmento, es capaz de absorber radiación de una determinada longitud de onda 

(hv) produciéndose la especie electrónicamente excitada singlete (1S*). Esta última, a través de 

un proceso de inversión de espín o entrecruzamiento de sistema (kisc), genera la especie 

electrónicamente excitada triplete (3S*). Por último, 3S* transfiere su energía (kEr) al oxígeno (02 

(3Eg-)) formando como consecuencia 02(1Ag), como se describe en el proceso [2]. 

S — 1S* -- 3S* [1] 

kET 
3S* + 02 (3E 9 ) --. S + 0 2 (14%) [2] 

Esquema 6: Esquema cinético de la generación fotosensibilizada de 02(149). S: sensibilizador; kisc: constante de 

velocidad de entrecruzamiento de sistemas; kET: constante de velocidad de transferencia de energía. 

1-3.4.2. Desactivación de 02(1Ag) 

Independientemente de su origen, 02(1Ag) puede desactivarse a través de varios procesos tal 

como se muestra en el siguiente esquema. 

kd
02 (1A9) —> 02 (3E9-) + calor o hv [1] 

kq
02 ( 1  Ag) + A 02 (34) + A [2] 

kr
02 ( 1  Ag) + A A02 --> productos [3] 

Esquema 7: Esquema cinético de los procesos de desactivación de 02(14g). A: sustrato fotooxidable, kd: constante 

de velocidad de desactivación de 02(14g) por colisiones con el solvente; kg constante de velocidad de desactivación 

física de 02(14,g) por un sustrato A y kr constante de velocidad de desactivación química de 02(149) por un sustrato A. 
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Como se observa en el Esquema 7, una vez formado, 02(1Ag) puede decaer al estado 

fundamental espontáneamente (kd, proceso [1]). No obstante, en presencia de un determinado 

sustrato (A), 02(1Ag) también puede desactivarse por vía física (kd, proceso [2]), química (kr, 

proceso [3]), o ambas. Los detalles respectivos a estos procesos de desactivación de 02(1Ag) se 

realizarán más adelante. 

En este contexto, es interesante comentar que existen varias evidencias que sugieren un 

mecanismo en el que 02(1 Ag) puede ser desactivado por ciertos compuestos al formar un complejo 

de encuentro (Esquema 8), que posee un carácter parcial de transferencia de carga, en el que 

02(1Ag) actúa como aceptor de electrones148. 

kif 
A + 0 2(%) [ A8+---0 2(lág)6-1-. Productos 

- 

kg

k/SC 

[ A + 02(3Ag)1 A-----02(3Ag)1 4 [ 

Esquema 8: Diagrama descriptivo de la formación y reacciones del complejo de encuentro entre 02(1Ag) y un sustrato 

fotooxidable A. 

Este complejo de encuentro ha sido propuesto para compuestos como sulfuros,149,150 

anillas:149,150, 151 alquenos,151 índoles,152 '153 furanos,153 feno1es149,154,155 y éteres enólicos.156

Gorman et al.153,155,156 han propuesto que dicho mecanismo ocurre para 02(1Ag) con 

compuestos orgánicos dentro de los límites en los que kr >> kisc (desactivación reactiva) y kisc >> 

kr (desactivación física). El balance entre estas constantes de velocidad está determinado por la 

función acoplamiento espin-órbita y factores de entropía. Las evidencias experimentales que 

favorecen este mecanismo, indican que el complejo de encuentro se forma en un equilibrio rápido 

y reversible. 

Por otro lado, dado el carácter de separación de cargas que se ha planteado para el complejo 

de encuentro que se forma, es importante considerar que su formación tendrá una gran 

dependencia con la capacidad dadora de electrones del sustrato, puesto que este factor podría 

modificar las restricciones de entropía del estado de transición, como los requerimientos de 

reorganización del solvente. 
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1-3.4.2. a. Desactivación espontánea 

02(1 Ag) decae al estado fundamental de manera espontánea, mediante un proceso radiativo 

o no radiativo (proceso [1] del Esquema 7). 

I-3.4.2.b. Desactivación física de 02(171,,) 

Este tipo de desactivaciones (proceso [2] del Esquema 7) ocurre a través de un mecanismo 

de transferencia de energía de 02(1Ag) a un sustrato determinado (polienos y compuestos 

altamente conjugados149,150). Esta vía está permitida por espin y solo se requiere que el sustrato 

posea una energía de triplete menor a 22,5 Kcal/mol. 

I-3.4.2.c. Desactivación reactiva de 020g) 

En este tipo de desactivaciones, 02(1Ag) reacciona químicamente con el sustrato (kr, proceso 

[3] del Esquema 7). Los electrones de 02(1 \g) están apareados en un orbital mientras que el otro 

queda vacío, razón por la que la mayoría de las reacciones químicas que sufre esta especie 

involucran dos electrones. Así su reactividad es muy similar a la de los compuestos insaturados. 

Ejemplos de este tipo de reacciones son las adiciones de 02( 1 Ag) a dienos en moléculas orgánicas 

heterocíclicas para formar endoperóxidos. 157 Aquí cabe señalar las reacciones de cicloadición del 

tipo [2+2] produciendo dioxetanos, como también cicloadiciones [4+2]. También puede reaccionar 

con olefinas que contengan átomos de hidrogeno arílicos para formar hidroperóxidos. Estas 

últimas son típicas en el caso del colesterol y ácidos grasos insaturados. Este tipo de reacciones 

serán detalladas a continuación. 

Reacciones típicas de 02(111g) 

Reacciones tipo "eno" 

02(14g) puede reaccionar uniéndose a olefinas alquílicas, con migración del doble enlace. 

Como resultado se forman hidroperóxidos alílicos que pueden ser convertidos fácilmente a 

compuestos carbonílicos a43 insaturados y alcoholes alílicos.158

C12(1Ag) 00H 

Esquema 9: Reacción de 02(14g) con dobles enlaces tipo "eno". 
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Se han propuesto98 varios mecanismos para esta reacción, los que involucran la formación 

de un "perepóxido" o un biradical. Sin embargo, se suele decir que este tipo de reacciones sigue 

un mecanismo concertado tipo "eno". 

Reacciones de cicloadición tipo [4+2] 

02(1Ag) puede reaccionar también con alquenos o hidrocarburos aromáticos en las típicas 

reacciones de cicloadición [4+2], para formar endoperóxidos. 

hv 

02

Esquema 10: reacciones de cicloadición [4+2] con 02(1A9). 

Se ha postulado que el mecanismo de estas reacciones involucra la formación de un birradical 

singlete, con la posterior formación del ciclo. Sin embargo, en el caso de aromáticos se ha 

propuesto que el mecanismo es concertado.189

Reacciones de cicloadición tipo [2+2] 

02(1Ag) puede reaccionar con alquenos por cicloadición tipo [2+2]. En solventes polares, esta 

reacción favorece la formación de dioxetanos. Además, es una reacción típica de olefinas ricas en 
electrones.160-162 

R R 
02(1Ag) R

O 

Esquema 11: reacciones de cicloadición [2+2] con 02(14g). 

La mayoría de los dioxetanos formados suelen descomponerse rápidamente a compuestos 

carbonílicos en una reacción exotérmica que está acompañada de luminiscencia. 
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Estos mecanismos de desactivación pueden competir entre sí y la velocidad con que ocurra 

cada uno dependerá de las características del medio como también de la naturaleza del sustrato. 

Teniendo en cuenta que en los objetivos de este trabajo de tesis se encuentra el estudio de 

la influencia de HSA en los procesos de degradación mediada por 02(1Ag) de Andb, a continuación 

se describirán brevemente algunos ejemplos de las reacciones típicas de 02(1Ag) que fueron 

presentadas en la sección anterior, con compuestos de importancia biológica como aminoácidos 

y proteínas. 

Ejemplos de reacciones típicas de 02(14g) con sustratos de importancia biológica 

02(1Ag) puede reaccionar con biomoléculas fundamentales como ADN, lípidos, colesterol, 

proteínas y aminoácidos. Una aplicación actual en medicina que emplea estas propiedades 

reactivas de 02(1 Ag) es la terapia fotodinámica (PDT: Photodynamic Therapy).163 En ella, se utiliza 

a esta ERO como agente capaz de eliminar células cancerosas. A pesar de existir muchos avances 

sobre las posibles aplicaciones de esta terapia, se sigue investigando respecto de algunos detalles 

que se necesita mejorar, como las estrategias de generación de esta ERO en las células y los 

métodos de reconocimiento de las células "blanco". 164

Un aspecto muy importante que debe tenerse en cuenta en los estudios relacionados a la 

reactividad de 02(1Ag) con moléculas de interés biológico, es que el comportamiento de esta 

especie en el medio celular puede ser muy diferente del que se conoce en solución. Es por ello 

que en los últimos tiempos ha crecido el interés en las investigaciones sobre la reactividad y 

características de 02(1Ag) en medios celulares. 163,165-167 Un conocimiento que surge como ejemplo, 

a partir de dichos estudios, es la existencia de una gran heterogeneidad espacial y temporal que 

controla los parámetros de difusión y tiempo de vida (TA) de 02(1Ag).168 En principio, se había 

indicado que el TA en medios celulares podía estar entre los 10-300 ns, valores razonables bajo la 

hipótesis de que en la célula se concentran una gran variedad de agentes desactivadores de esta 

especie. Sin embargo, estudios recientes han determinado valores de -rA mucho mayores (entre 1 - 

3 jis para 02(1Ag) generado en células cultivadas en medios acuosos).169 A partir de estos 

resultados se puede observar que 02(1Ag) en la célula no es desactivado tan eficientemente y que 

los agentes desactivantes no se encuentran en tan altas concentraciones como se creía.170
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• Reacciones de 02(1A9) con aminoácidos y proteínas 

Se sabe que las proteínas son un blanco muy común para 02(1A9) debido a su gran 

abundancia, a la existencia de grupos cromofóricos en las estructuras proteicas y a sus altas 

velocidades de reacción con esta especie.171,172

En este contexto, existen varias investigaciones enfocadas en la fotodegradación 

sensibilizada de aminoácidos y proteínas, a partir de las cuales se ha determinado que los 

aminoácidos que pueden interactuar considerablemente con 02(149) son Tyr, Trp, His, Met y Cys 

(Figura 42, Apéndice, sección V-1).173-177 Los mecanismos y cinética de fotodegradación de los 

mismos presentan una gran dependencia con el sensibilizador, las concentraciones de las 

especies involucradas, el solvente y el pH .178 Desde el punto de vista químico, puede decirse que 

cada uno de estos cinco aminoácidos pertenece al grupo de compuestos químicos que son 

susceptibles a intervenir en reacciones fotosensibilizadas: tioles, sulfuros, imidazoles, indoles y 

fenoles.178 Si bien las reacciones comienzan en estos centros reactivos, se sabe que también 

pueden ocurrir reacciones a oscuras que incluyen la participación de los grupos amino y carboxilo 

de estos aminoácidos.178 A continuación se comentarán algunos detalles que se conocen respecto 

de las reacciones de 02(1A9) con cada uno de estos aminoácidos. 

• Reacciones con Triptófano (Trp) 

La degradación de Trp por 02(lAg) produce una mezcla compleja de productos que depende 

de las condiciones de reacción. La reacción inicial de 02(149) con Trp puede generar como 

intermediarios un dioxetano formado por adición al doble enlace de los carbonos C2 y C3 del anillo 

indol de Trp y un hidroperóxido por unión al C3.179-181 La descomposición por ruptura de los enlaces 

C2-C3 de estos intermediarios genera N-formilcirunenina, mientras que por cierre de ciclo se 

forma 3a-Hidroperoxipirrolindol y 3a-Hidroxipirrolindol. 

Los principales productos de esta reacción son N-formilcirunenina y cinurenina, los cuales han 

sido detectados como productos de reacción de 02(1A9) con Trp libre y en proteínas,179 Estos 

productos son fotosensibilizadores muy eficientes de 02(1A9), de manera que una vez iniciada la 

reacción con Trp, una exposición prolongada a la radiación podría generar un incremento en las 

concentraciones de 02(1A9).182 En investigaciones previas se pudo determinar un valor de 3 x107

M-1s-1 para la constante de velocidad de reacción de Trp con 02(1Ag) (kr), en agua.183 Sin embargo, 

estos estudios también indicaron que la componente física (kg) es la mayor contribuyente a la 

desactivación de esta ERO por Trp. De esta manera se cree que Trp juega un papel muy 
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importante en la protección de las proteínas frente a 02(1Ag). Sin embargo, un aspecto no favorable 

de la interacción reactiva de Trp con esta especie es la inevitable formación de N-formilcinurenina 

y cinurenina, que a su vez son buenos sensibilizadores de 02(1Ag). 

<- Reacciones con Tirosina (Tyr) 

La reacción de Tyr con 02(1Ag) ocurre en el anillo fenólico del aminoácido, especialmente 

desde su forma aniónica. Es por ello que la velocidad de reacción depende en gran medida del pH 

del medio. Si bien el anillo fenólico también reacciona en su forma protonada, la velocidad con que 

lo hace es mucho menor a las velocidades con que reaccionan otros aminoácidos184 e incluso se 

ha reportado que la desactivación de 02(1A9) en estas condiciones es netamente física.183

El principal producto de reacción de Tyr con 02(1Ag) es el ácido 3a-hidroxi-6-oxo-

2,3,3a,6,7,7a-hexahidro-1H-indo1-2-carboxílico (HOHICA). En la reacción se ha sugerido que en 

primer lugar se forma un endoperóxido inestable que produce rápidamente hidroperóxidos. Estos 

se caracterizan por ser muy inestables térmicamente, por lo que a temperatura ambiente se 

descomponen y forman HOHICA.185 Posteriormente, se ha reportado que este producto puede 

oxidarse para formar ceto-compuestos descarboxilados. 

En el caso de la reacción de Tyr con 02(1Ag) en péptidos, se estima que el proceso donde se 

cierra el ciclo para formar HOHICA es mucho más lento, debido a que la participación del N en el 

enlace peptídico lo vuelve menos nucleofílico para que ocurra la reacción de ciclación. Por ello, el 

principal producto de reacción con 02(1Ag) en estos casos es el hidroperóxido que luego se 

descompone para formar el correspondiente alcohol. 

<- Reacciones con Histidina (His) 

La reacción de His con 02(1A9) ocurre en el anillo imidazol del aminoácido, mediante la 

formación de uno o varios endoperóxidos que pueden descomponerse para formar finalmente una 

mezcla compleja de productos entre los que se encuentran ácido aspártico, urea y derivados de 

asparragina. 186,187 Estas reacciones implican la ruptura de la estructura cíclica y se ha propuesto 

que ocurre mediante un mecanismo radicalario.188

Por otro lado, se sabe189 que la velocidad de reacción aumenta con el pH y que en solución 

acuosa a pH 7,1 el valor de kr es de 3,2 x107 M-1s-1. Debido a que los pasos iniciales de la reacción 

no implican la participación del grupo a-amino que se encuentra involucrado en la unión peptídica, 

se cree que este mecanismo de reacción podría ser el que ocurre para His en proteínas.171
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Por otro lado, estudios previos han develado un aumento en la componente de desactivación 

física (kg) cuando His forma dipéptidos. Es por ello que His resulta menos expuesta a posibles 

fotooxidaciones cuando se encuentra unida a otros aminoácidos.198

Reacciones con Metionina (Met) 

El valor de kr de la reacción189 de Met con 02(1Ag) es de 0,86 x107 M-1s-1 a pH 7,1. Además, 

se sabe171 que la estequiometría depende fundamentalmente del pH, siendo1:1 a pH fisiológico. 

Se ha propuesto que el mecanismo de la reacción de 02(1Ag) con Met libre a pH <6 produce 

una especie zwiterónica que luego puede reaccionar con otra molécula de Met generando dos 

moles de sulfóxido (Ec. 11).191

Met + 02 ( I  Ag ) > Met — 00- Mef >2 Met = O (Ec. 11) 

También se ha indicado que a pH >7 y en presencia de ciertos sensibilizadores, se forma un 

intermediario con una estructura cíclica formada por N y S, que luego se descompone para generar 

Met=0 y H202. En general, un aspecto interesante del comportamiento reactivo de este 

aminoácido, es el que las desactivaciones de 02(1Ag) ocurren exclusivamente por vías reactivas a 

pH neutro.190

Respecto del comportamiento del aminoácido en proteínas o péptidos, es posible afirmar que 

las reacciones antes propuestas serán únicamente posibles en Met libre, ya que la reacción implica 

el grupo amino que participa en el enlace peptídico. Además, en estudios con dipéptidos de Met 

se ha encontrado una mayor reactividad para Met como aminoácido libre respecto de los 

dipéptidos.190

Reacciones con Cisteína (Cys) 

La reacción con Cys presenta una fuerte dependencia con el pH e involucra la generación de 

disulfuro y ácido cisteico, entre otros productos que todavía no han sido caracterizados. 174,192 193 

Por otro lado, se cree que el rendimiento de estos productos puede variar dramáticamente 

desde Cys libre a Cys en proteínas, donde existen impedimentos estéricos bastante 

importantes.188
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Tal como fue indicado anteriormente en algunos casos, se puede observar que la reactividad 

de los aminoácidos incorporados a proteínas frente a 02(1Ag) puede ser diferente de la reactividad 

del aminoácido libre. Con excepción de los que se encuentran en los extremos terminales de la 

proteína, todos los aminoácidos poseen sus grupos carboxilo y amino bloqueados en los enlaces 

correspondientes en la cadena polipeptídica, modificando de esta manera su susceptibilidad frente 

a las reacciones con 02(14g). Además, el entorno que la proteína le proporciona a los aminoácidos 

también puede influenciar su comportamiento reactivo, dependiendo del nivel de exposición que 

posea en la estructura tridimensional de la proteína.194

Las reacciones de 02(149) con los aminoácidos de una proteína pueden llegar a causar serios 

daños, específicamente en sus funcionalidades. En este sentido, es importante recordar la 

estrecha relación estructura-función que existe en las proteínas. Si bien se sabe que las 

fotodegradaciones mediadas por 02(1Ag) no han reportado rupturas a nivel de los enlaces 

peptídicos, se ha indicado pérdida de actividad enzimática debido a la reacción de 02(1Ag) con 

aminoácidos de sitio activo.195 Otros ejemplos son el aumento en la sensibilidad térmica de 

proteínas fibrosas luego de intervenir en reacciones de fotooxidación, modificaciones 

conformacionales, cambios en la difusión y solubilidad, entre otros. 174 La extensión en el daño 

causado por las reacciones con 02(1Ag) dependerá de la reactividad de los aminoácidos que 

puedan ser claves en el mantenimiento de la estructura proteica. 

Por otro lado, es importante destacar la existencia de endoperóxidos que pueden generarse 

por reacción de Tyr, His y Trp con 02(1Ag) en proteínas bajo irradiación sensibilizada de una 

variedad de moléculas. Tal como fue comentado anteriormente, estos endoperóxidos a su vez, 

pueden descomponerse para formar radicales que aumentan el daño local. Además, al ser 

formados sobre las complejas estructuras de las proteínas, que brindan un mayor ocultamiento e 

impedimentos estéricos, estos peróxidos tienen distinta accesibilidad y en consecuencia, una 

reactividad diferente. Es por ello que no pueden ser removidos tan fácilmente y por tanto, tienen 

tiempos de vida relativamente largos en la célula.196

En este contexto, resulta interesante volver a la discusión que se realizó en la sección anterior 

respecto del comportamiento particular que 02(1Ag) posee en los entornos celulares. En recientes 

investigaciones se estudió la reactividad de esta ERO con residuos de Trp ubicados en entornos 

muy diferentes en determinadas proteínas.197,165 Los resultados fueron interpretados en función 

del siguiente esquema: 
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kdff 
+O(';) - 

Trp 

k,„ 
--1 Productos de oxidación 

Esquema 12: Mecanismo propuesto para la reacción de Trp en proteínas con 02(1Ag) por formación de complejo de 

encuentro. kdif: constante de velocidad difusional; k_dif: constante de velocidad de ruptura del complejo de encuentro; 

ko: constante de velocidad de formación de productos oxidados. 

Teniendo en cuenta la expresión de la constante de velocidad de reacción de 02(1Ag) que 

resulta del modelo propuesto en el Esquema 12, (kr): 

kdif 
(Ec. 12) 

kr —k kox 

se establecen dos situaciones claras: cuando kox >> k-dif, se tiene que kr —kdif y se dice que la 

velocidad de reacción se encuentra en el límite difusional. En estos casos se ha indicado que 

debido al carácter de transferencia de carga que el complejo de encuentro posee, uno de los 

factores que más influye en la velocidad de reacción global es la polaridad del entorno y cómo la 

presencia de ciertos aminoácidos puede afectar la distribución de carga del complejo de encuentro. 

Aquellas proteínas que poseen residuos aminoacídicos que proporcionan un entorno más polar 

son las que presentaron mayor reactividad.197

Por otro lado, cuando km << k-dif, se tiene que kr —kox*(kdiflk-dif), es decir que la magnitud de la 

constante de reacción (kr) está modulada por la constante de equilibrio difusional y el sistema se 

encuentra en condiciones de "pre-equilibrio".197,198 En este caso, se ha propuesto que cambios en 

la viscosidad local como así también la accesibilidad de Trp a 02(1Ag) son los factores que afectan 

la velocidad de reacción. 

De esta manera, puede decirse que la cinética de reacción de 02(1Ag) se encuentra muy 

influenciada por el entorno que la biomolécula le ofrece respecto de la polaridad, viscosidad y 

accesibilidad de sus residuos aminoacídicos reactivos.198
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1-3.4.3. Detección de 02(1Ag) 

Una de las formas de detectar 02(1Ag) consiste en la utilización de moléculas atrapadoras de 

dicha especie, que forman productos de oxidación característicos.157 Un ejemplo que es muy 

aplicable en medios biológicos es el uso de colesterol, que forma 5-a-hydroperoxido, como único 

producto. También suelen utilizarse ciertas aminas que producen compuestos n-oxil en un 

mecanismo a oscuras,199 y que pueden detectarse con técnicas de EPR (Electronic Paramagnetic 

Resoncance). 

Por otro lado, existen compuestos como Azida de sodio (NaN3), 1,4-diazabiciclo [2,2,2] octano 

(DABCO), entre otros, que pueden inhibir la reacción de 02(1Ag) con un dado sustrato. La 

participación de esta ERO puede detectarse cualitativamente si en presencia de estos inhibidores 

se observa una disminución en la velocidad de reacción de 02(1Ag) con el sustrato en cuestión. 200

Por último, el método más directo para confirmar la presencia de 02(1Ag) consiste en la 

detección de la señal de fosforescencia a 1270 nm. El perfil del espectro de emisión de 

fosforescencia de esta especie es único y presenta un máximo localizado a 1275 nm. Una ventaja 

de este método es que la emisión de fosforescencia de la mayoría de las especies se encuentra 

localizada a Á<1000 nm de manera que la detección a 1270 nm reduce al mínimo las posibles 

interferencias.170 A pesar que la señal de fosforescencia es débil en solución debido al corto tiempo 

de vida de 02(1A4), es detectable tanto por técnicas en estado estacionario201 como por técnicas 

resueltas en el tiempo. 202-205 

Dado que en este trabajo de tesis se estudia la degradación sensibilizada de Andb libres y 

unidos a HSA, a continuación se realizará una descripción general de la cinética y mecanismos de 

los procesos de fotooxidación sensibilizados. Posteriormente se presentarán las propiedades y 

características fundamentales de HSA y los Andb utilizados en esta tesis (Introducción, secciones 

1-3.6 y 1-3.8). 

1-3.5. Fotooxidaciones sensibilizadas 

Los procesos de fotosensibilización ocurren cuando una sustancia química denominada 

"sensibilizador" o "fotosensibilizador" absorbe radiación e interacciona desde sus estados 

electrónicamente excitados con otra especie química (transparente a esta radiación), la cual sufre 

modificaciones fotofísicas o fotoquímicas como resultado de dicha interacción.206
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El primer paso de estas reacciones comienza con la generación de la especie singlete 

electrónicamente excitada del sensibilizador (1S*), la que a través de un proceso de 

entrecruzamiento de sistemas (Intersystem crossing, ISC) da lugar a la especie triplete 

electrónicamente excitada (3S*). En presencia de oxígeno el sensibilizador triplete excitado puede 

reaccionar por dos caminos competitivos: mecanismos Tipo I o Tipo 11.157 207 A continuación se 

explicarán cada uno de estos procesos y las herramientas experimentales a través de las cuales 

es posible distinguir entre la ocurrencia de uno y otro. 

Productos 

l
Oxi ados 

Radicales o 

Iones radicales 

4 
Sustrato 

Solvente 

• 
S 

3 s• 

Productos 

Oxidados 

1 Sustrato 

m'A.) 

Esquema 13: Diagrama descriptivo de las posibles vías de fotooxidación Tipo y Tipo 11. 

1-3.5.1. Mecanismos Tipo 1 

En este caso, el sensibilizador reacciona directamente con el sustrato o solvente a través de 

la transferencia de un átomo de hidrógeno o un electrón, dando lugar a especies radicalarias. 

Estas últimas pueden reaccionar a su vez con oxígeno para generar productos oxidados (Esquema 

13). Los sustratos susceptibles a esta vía son aquellos que presentan una mayor facilidad de 

abstraer hidrógenos, o los que son ricos en electrones, como por ejemplo aminas aromáticas, 

fenoles, compuestos sulfhidrílicos. 

1-3.5.2. Mecanismos Tipo III 

En este mecanismo, el triplete excitado del sensibilizador le transfiere su energía al oxígeno, 

produciendo 02(1Ag), el cual debido a su gran reactividad, es capaz de producir peróxidos y 

especies oxidadas a través de su reacción con moléculas orgánicas de altas densidades 

electrónicas, tal como fue discutido previamente (Introducción, sección I-3.4.2.c). Además, la 

reacción de transferencia de electrones desde el estado electrónicamente excitado triplete del 
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sensibilizador hacia oxígeno para producir 02-también es considerada dentro de este mecanismo 

(Esquema 13).157

Una particularidad en este caso es que el solvente juega un rol muy importante desde dos 

puntos de vista: por un lado, en la influencia que la naturaleza del solvente tiene sobre el tiempo 

de vida de 02(1Ag)208 y por otro lado, en la distribución de productos que puede resultar, cuando 

dos o más reacciones compiten por 02(1A9). 

1-3.5.3. Metodología para discernir entre reacciones Tipo 1 y Tipo 11 

Siempre existe una competencia entre los mecanismos de fotooxidación Tipo 1 y Tipo 11. El 

que una reacción siga por una vía o por la otra depende del sensibilizador, del sustrato fotooxidable 

y de las concentraciones relativas de oxígeno, sustrato y sensibilizador. Las reacciones del 

mecanismo Tipo 1 son muy dependientes de la concentración. En este sentido se puede notar que 

si la concentración de oxigeno es alta, como ocurre en los medios biológicos, lo más probable es 

que las reacciones sigan el mecanismo Tipo 11, mientras que si las concentraciones del sustrato 

son elevadas, lo harán por el mecanismo Tipo 1. 

Cuando se están estudiando procesos de degradación fotosensibilizada, resulta muy 

importante conocer a través de qué tipo de mecanismo ocurren, de manera que los resultados 

obtenidos puedan ser interpretados a la luz de esta información. A continuación, se describirán 

algunas herramientas metodológicas que pueden ser útiles en el discernimiento del mecanismo 

de fotooxidación, sobre todo cuando no se cuenta con el equipamiento para la detección de 

fosforescencia de 02(1Ag) a 1270 nm, que es el método más directo para confirmar la participación 

de esta especie en un proceso de fotooxidación. 

1-3.5.3. a. Efecto de desactivadores específicos de 02(1Ag) 

Puede evaluarse el efecto de compuestos inhibidores de 02(1,Ag) y 02- sobre la velocidad de 

fotooxidación de un dado sustrato. Tal como se mencionó en la sección 1-3.4.3, ejemplos de 

agentes desactivadores para 02(1Ag) son 1,4-diazabiciclo [2,2,2] octano (DABC0),209 azida 
sódica172,210 o compuestos carotenoides de más de nueve enlaces dobles. 211,212 Por su parte, la 

enzima superóxido dismutasa (SOD) puede ser empleada como inhibidor específico de 02-.123
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I-3.5.3.b. Comparación de las velocidades de fotooxidación en H20 y D20 

Para evidenciar la participación de 02(1A9) en una reacción, trabajando a concentraciones 

bajas del sustrato (de manera que éste no afecte el decaimiento de dicha especie), se podrá 

observar que la velocidad de fotooxidación del sustrato será mayor en D20 que en H20, ya que el 

tiempo de vida de 02(1Ag) es mayor en solventes deuterados.172 Dado que el tiempo de vida de 

Or también es mayor en este solvente,207 esta metodología también puede ser útil para evidenciar 

la participación de dicha ERO en el proceso de fotooxidación. 

1-3.5.3. c. Competencia entre el sustrato fotooxidable y oxígeno por el estado electrónicamente 

excitado triplete del sensibilizador 

Si el sustrato interacciona con el estado electrónicamente excitado triplete del sensibilizador, 

la presencia de oxígeno puede inhibir dicha reacción. Por su parte, si el oxígeno tiende a 

interaccionar más fuertemente con el estado triplete del sensibilizador, la formación de 02(1Ag) 

predomina y si el sustrato tiende a reaccionar mayormente con esta especie, la velocidad de 

fotooxidación será independiente de la concentración de oxígeno. De esta manera, para definir 

entre ambas situaciones se puede realizar un experimento de fotooxidación en las mismas 

condiciones (sensibilizador, irradiación, concentración del sustrato) en presencia y en ausencia de 

oxígeno (por ejemplo, bajo atmósfera de nitrógeno o argón) y comparar las velocidades de 

fotooxidación en cada caso. 

1-3.5.4. Sensibilizadores 

Los sensibilizadores más comunes incluyen colorantes tales como rosa de bengala, azul de 

metileno, rodaminas; pigmentos como clorofilas, flavinas, porfirinas; hidrocarburos aromáticos, 

coenzimas complejos organometálicos, etc. En general, los sensibilizadores más efectivos deben 

reunir las siguientes características:148,213 

1-3.5.4. a. Características de absorción 

Los sensibilizadores más efectivos son aquellos que absorben luz en la región visible del 

espectro electromagnético, en el intervalo comprendido entre los 380 y 900 nm. Por otro lado, la 

longitud de onda a la cual absorbe el sensibilizador debe ser mayor que la del sustrato y sus 

coeficientes de extinción molar deben ser mayores para así lograr altas absorbancias a bajas 
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concentraciones. De esta manera se evita la formación de dímeros o complejos con el sustrato en 

el estado fundamental. 

1-3. 5.4.b. Estabilidad fotoquímica 

El sensibilizador debe ser fotoestable durante una reacción fotosensibilizada. Sin embargo, 

en caso de irradiaciones prolongadas, la pérdida de una cierta cantidad del sensibilizador es 

inevitable. Lo ideal es elegir un sensibilizador que sea estable bajo las condiciones experimentales. 

Es también muy importante que en el caso de investigar la cinética de fotooxidación de un sustrato 

mediada por 02(1Ag), el sensibilizador sea neutral en el sentido que tanto en su estado fundamental 

como excitado, no reaccione ni con el solvente ni con el sustrato fotooxidable. 

1-3.5.4. c. Solubilidad 

El sensibilizador idealmente debe ser soluble en el medio de reacción. 

1-3.5.4. d. Rendimiento cuántico de triplete 

Dado que la eficiencia en el proceso de obtención de 02(1Ag) depende del proceso de 

transferencia de energía desde el estado triplete electrónicamente excitado del sensibilizador al 

oxígeno, lo ideal es que el sensibilizador posea un rendimiento cuántico de entrecruzamiento de 

sistema lo más próximo a la unidad posible, asegurando así una óptima población de estados 

tripletes. 

1-3.5.4.e. Velocidad de transferencia de energía 

Las constantes de velocidad de transferencia de energía dependen de la diferencia de energía 

entre el estado triplete electrónicamente excitado del sensibilizador y el estado del 02(1A4). Por 

ende, es condición fundamental que el sensibilizador tenga una energía de estado triplete mayor 

que la de 02(1A1) (22.5 Kcal/mol) y que el tiempo de vida del triplete del sensibilizador sea lo 

suficientemente largo como para permitir que la interacción entre dicha especie y el oxígeno (02 

(3Eg-), Esquema 1) ocurra eficientemente. 

La elección del sensibilizador depende de las características del sistema que se desea 

estudiar. Si se desea estudiar la fotooxidación del sustrato mediada por 02(1Ag) (mecanismo Tipo 

II), es necesario que el sensibilizador posea las características señaladas anteriormente. En 

cambio, cuando se desea estudiar la fotooxidación mediada por otras ER0s, debe elegirse un 

sensibilizador que origine dichas especies. 
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1-3.5.5. Mecanismos cinéticos de fotooxidaciones sensibilizadas 

Los procesos de fotooxidación sensibilizados pueden describirse, en general, mediante el 

mecanismo que se muestra en el siguiente esquema cinético: 

 > 
3k, [51 

hv [1] 

s<  is* 
ikd [2] kisc [4] 

A 'kg [3] 

A + S (o P[3]) 

  P[6] 
3kp [6] 
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Esquema 14: Esquema cinético de procesos fotosensibilizados: A: sustrato fotooxidable; Constantes de velocidad 

(k): 1 kd: desactivación natural del sensibilizador (S) en su estado singlete electrónicamente excitado (1S*); lkg: 

desactivación de 1S* por A; kisc: entrecruzamiento de sistemas; 3kd: desactivación natural del estado triplete 

electrónicamente excitado de S (3S*); 3kp: formación de productos desde 3S*, kET: transferencia de energía; 3kg: 

desactivación de 3S* por A; kd: desactivación natural de 02(1ág); kg desactivación física de 02(1,19) por A; kr 

desactivación química de O2(1 g) por A; krs desactivación química de O2(1 g) por S. 

El proceso comienza cuando el sensibilizador (S) absorbe la radiación y forma su estado 

singlete electrónicamente excitado (1S*) [1], el cual puede decaer naturalmente [2] al estado 

fundamental, ser desactivado por un sustrato fotooxidable (A) [3] o bien formar su estado triplete 

electrónicamente excitado (3S*) [4] por entrecruzamiento de sistemas. Por su parte, 3S* puede 

decaer a su estado fundamental [5], formar algún producto [6], transferirle su energía al oxígeno 

para dar O2(1 g) [7] o bien, interaccionar con A [8] a través de la transferencia de un electrón 

34 



Fotodegradación de compuestos antidiabéticos y su interacción con albúmina de suero 
humano 

formando las especies kr* y S-e. El O2(1 g) formado en [7], puede desactivarse por las siguientes 

vías: desactivación natural [9], desactivación física por el sustrato A [10] o reacción química ya sea 

por A [11]o por el sensibilizador [12], procesos que ya fueron descriptos en la sección 1-3.4.2. 

Por otra parte, el radical S-e [13] puede interactuar con algún sustrato rico en hidrógenos para 

formar el radical SHe. En presencia de otro radical idéntico, ocurre una desproporcionación para 

formar S y la especie totalmente reducida SH2 [14]. SH2 puede reoxidarse en presencia de 

oxígeno, previa formación de un complejo [15], para producir H202 [16]. Este último, puede 

reaccionar con el radical 02- [18] para producir el radical OH'. A su vez, las especies 01-1* y H202 

pueden reaccionar con A mediante los procesos [17] y [19], respectivamente. 

Por otro lado cabe mencionar que pueden ocurrir reacciones de asociación entre el 

sensibilizador y el sustrato A en ausencia de luz, llamadas reacciones "a oscuras", que no están 

incluidas dentro del esquema cinético anterior. Como producto de estas reacciones pueden 

formarse complejos o agregados que son excitables por la luz y que siguen por mecanismos de 

fotooxidación paralelos. 

Un aspecto muy importante del diseño experimental en estudios de fotooxidaciones 

sensibilizadas, consiste en la elección del sensibilizador. Actualmente, existen una gran variedad 

de sensibilizadores con diferentes características respecto de solubilidad, generación de 

determinadas ER0s, etc. Sin embargo, la elección de uno u otro dependerá de las cualidades del 

sistema que se esté estudiando. 

En este trabajo de tesis se escogió en primer lugar, al sensibilizador natural Riboflavina (Rf). 

Se sabe que Rf puede sensibilizar fotooxidaciones mediante mecanismos Tipo I y Tipo II, siendo 

de esta manera capaz de generar diferentes ER0s.214 Existen varios factores que afectan la 

naturaleza y la magnitud con que ocurren las reacciones resultantes de la interacción de Rf con la 

luz. Entre ellos se encuentran la polaridad del solvente215, el pH del nnedio,216,217 el tipo de solución 

reguladora,218,219 fuerza iónica,220 concentración de oxígeno221, intensidad y longitud de onda de 

la radiación. 222,223 

Rf un pigmento natural que forma parte del complejo de las vitaminas B, siendo también 

conocida como vitamina B2 (Figura 43 A, Apéndice, sección V-2). Se encuentra presente en el 

organismo en varias formas. Rf es el grupo prostético de las enzimas "flavinas", como Flavina 

Mononucleótido (FMN) o Flavina-Adenina Dinucleótido (FAD). A su vez, Rf como vitamina B2 es 
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fundamental en el desarrollo y respiración de los glóbulos rojos de la sangre, producción de 

anticuerpos, y también participa en la regulación del crecimiento y desarrollo del cuerpo.224,225 

Se ha comprobado que la vitamina B2, luego de su exposición a luz visible puede causar 

fotooxidaciones aeróbicas mediadas por EROs que afectan a uno o varios de los aminoácidos 

fotooxidables Tyr, Trp, Met, Cys e His.148,226 

Además, se ha postulado que Rf es un posible sensibilizador de fotodegradaciones in vivo de 

proteínas, ácidos grasos y bases púricas, entre otros sustratos de relevancia biológica. 177-227-229 

De hecho, se ha informado que Rf puede inducir fotorreacciones en el cuerpo, especialmente en 

zonas expuestas a la radiación visible.230,231

En segundo lugar, en esta tesis se eligió el sensibilizador artificial Perinaftenona (PN) (Figura 

43 B, Apéndice, sección V-2) como generador exclusivo de 02(1b,g). Respecto de las propiedades 

que posee este sensibilizador, cabe destacar su alta eficiencia de generación de estado triplete 

electrónicamente excitado (rendimiento cuántico de generación de estado triplete, 4n=1,0 en 

agUa).232,233 Por otro lado, su rendimiento cuántico de generación de O2(1 g) se encuentra cercano 

a la unidad para solventes de características muy diferentes.233,234 Por tal motivo PN es 

considerado un generador universal de 02( g). 

1-3.6. ALBÚMINA DE SUERO HUMANO (HSA) 

HSA es una de las proteínas extracelulares más abundantes del plasma sanguíneo. 

Constituye alrededor del 60% de la masa de proteínas plasmáticas y alcanza una concentración 

de aproximadamente 40 mg/mi en la sangre.235,238

HSA es una proteína que cumple múltiples funciones en el organismo. Por un lado, transporta 

numerosos compuestos como ácidos grasos libres, bilirrubina, y una gran cantidad de fármacos, 

los que pueden unirse de manera reversible, o irreversible a través de enlaces covalentes.21 La 

unión o binding de dichos compuestos a la proteína aumenta su solubilidad en el plasma, 

disminuye su toxicidad y hasta puede resultar en una protección del ligando frente a posibles 

oxidaciones. La unión reversible de ligandos suele ser estereoselectiva; De allí que HSA es de 

gran utilidad en la separación de drogas enantioméricas que poseen diferentes actividades 

terapéuticas.21 Por otro lado, HSA posee una actividad catalítica muy importante, que se 

caracteriza por tener diferentes tipos de actividad hidrolítica, entre las que se destaca su actividad 

como estearasa, 237 eno1asa238 y como tioestearasa.239
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HSA es una proteína de cadena simple, que es sintetizada y se libera desde las células del 

organismo. No posee grupos prostéticos y está unida covalentemente a carbohidratos y lípidos. 

Está constituida por 585 aminoácidos y tiene una masa237 de aproximadamente 66500 Da. 

Estudios de cristalografía de rayos X han demostrado que la proteína nativa posee alrededor del 

67% de estructura hélice alfa y ausencia de láminas beta.235,240,241Además, estudios combinados 

de modelado hidrodinámico y depolarización de fosforescencia han indicado que la estructura 

cristalina sugerida de HSA es muy similar a la estructura de la proteína en solución.242

HSA posee tres dominios, denominados I, II y III; cada uno de los cuales se encuentra 

subdividido en dos subdominios A y B. En general toda la estructura consiste en hélices alfa que 

se comunican a través de bucles flexibles y se estabilizan por puentes disulfuro que se forman a 

partir de todos los residuos Cys que posee, excepto el de Cys34. 

La mayoría de los compuestos que se unen reversiblemente a HSA, lo hacen en algunos sitios 

de mayor afinidad, aunque existen sitios que se han categorizado de baja o muy baja afinidad. 

Estudios realizados sobre una gran variedad de compuestos, mediante el desplazamiento de 

pruebas fluorescentes, han revelado que la mayoría se unen principalmente a dos sitios de unión, 

denominados sitio I y sitio II, con constantes del orden de 104-106 M-1. 

A 

Figura 1: Estructura de HSA. (Extraido de bibliografía, referencia 21) 

El sitio 1 está ubicado en el subdominio IIA de la proteína, es flexible y espacioso. En él, se 

encuentran una gran cantidad de sitios individuales de binding, que en algunos casos pueden ser 

independientes entre sí, mientras que en otros se encuentran muy influenciados uno por otro. 

Existen evidencias que indican que este sitio es también muy adaptable, puesto que moléculas de 

diferente naturaleza pueden unirse al mismo. 237.54 En general, las moléculas que tienen mayor 

afinidad por este sitio son ácidos dicarboxílicos o moléculas heterocícilicas con carga negativa. 
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Una particularidad que presenta el sitio I, es que en él se encuentra ubicado el único triptófano 

(Trp214) que posee HSA. La parte interior del sitio está revestida por cadenas aminoacídicas 

hidrofóbicas, mientras que la entrada al mismo está rodeada de residuos cargados 

positivamente.235

El sitio II se encuentra ubicado en el subdominio IIIA de HSA. Su estructura interna es similar 

a la del sitio I, sin embargo es menos flexible y menos espacioso. Las moléculas que tienen mayor 

afinidad por este sitio son ácidos carboxílicos aromáticos con un grupo acídico cargado 

negativamente en un extremo de la molécula como los antiinflamatorios no esteroideos (NSAIDs). 

Existen estudios que indican que ambos sitios en HSA son muy adaptables y contienen sub-

compartimentos que en algunos casos, se encuentran disponibles a través de cambios 

conformacionales inducidos por la interacción con el ligando.70 También se ha indicado la 

existencia de otros sitios de binding secundarios, distribuidos ampliamente entre los dominios de 

HSA.70

En el marco del estudio de las interacciones entre ligandos y proteínas, es que resulta 

importante destacar el rol que ha desarrollado la bioinformática en este ámbito. En los últimos 

años, se ha incrementado de manera notable el desarrollo de herramientas informáticas y el 

análisis de información derivada de estructuras 3D y dinámica de proteínas, con el objetivo de 

avanzar sobre el desarrollo de nuevos fármacos. 243,244 Los pasos fundamentales en la proteómica 

informática consisten en desarrollar un modelo computacional de la estructura de una proteína por 

homología o predicciones ab initio, y luego estudiar la posible interacción de diferentes ligandos 

con dicha proteína (acoplamiento molecular o Docking).245 Mediante este método, también puede 

se pueden estudiar interacciones proteína-proteína. 

A continuación se describirán brevemente algunos conceptos importantes para la 

comprensión del método de acoplamiento molecular. 
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1-3.7. ACOPLAMIENTO MOLECULAR (DOCKING) 

Acoplamiento molecular es un término empleado por esquemas computacionales que intentan 

buscar, la mejor interacción entre dos moléculas: un ligando y una proteína, o dos proteínas. La 

información inicial necesaria para encontrar esta condición de asociación óptima, responde a las 

coordenadas atómicas de las dos moléculas interactuantes. Es decir que se necesitan dos 

estructuras para realizar acoplamiento molecular: la estructura de la proteína que actuará como 

receptor y la del ligando. La primera generalmente proviene de estructuras 3D, generadas a partir 

de datos experimentales obtenidos por cristalografía o en algunos casos por resonancia magnética 

nuclear (RMN), que se encuentran archivadas en bancos de datos cibernéticos (Protein Data 

Bank).246 Aquí se pueden encontrar estructuras de la proteína cristalizada bajo diferentes 

condiciones, en archivos que se caracterizan por su extensión "pdb". Puede ser una estructura 

nativa, es decir, cristalizada libre en solución; o pseudo-nativa, cuando se co-cristaliza con un 

ligando, diferente al que se encuentra en estudio. En el caso del ligando, existen bases de datos 

como "PubChem"247 o "ZINC"248, entre otras, que contienen una considerable biblioteca de 

estructuras de moléculas pequeñas o ligandos. Muchas de ellas han sido determinadas 

experimentalmente, mientras que otras lo han sido teóricamente. 

Sin embargo, en la práctica es conveniente además contar con información bioquímica, como 

el conocimiento de los sitios de unión o binding, donde eventualmente el ligando se puede asociar. 

Esta información facilita en gran medida las predicciones de acoplamiento molecular. Aun así, es 

necesario considerar las posibilidades de interacción en otras cavidades o sitios que posea la 

proteína. 

Cuando se realizan experimentos de acoplamiento molecular, es muy importante poder 

validar el método que se está empleando, para así poder estar seguros que los resultados 

obtenidos para el sistema en estudio sean confiables. Para ello, se suelen realizar experimentos 

como el descrito anteriormente: se reconstruyen estructuras proteína-ligando co-cristalizadas 

utilizando el método de acoplamiento a validar. Si los resultados coinciden con la información 

cristalográfica, puede decirse que el método es confiable. 

En general, existen dos formas de realizar acoplamiento molecular: 

• Acoplamiento molecular localizado 

• Acoplamiento molecular ciego. 

En el caso de ser acoplamiento localizado se delimita un espacio de la proteína donde se 

quiere evaluar la localización del ligando, como estrategia para disminuir los tiempos de cálculo y 
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para explorar los confórmeros de menor energía de manera más precisa. Para ello es necesario 

contar con la información respectiva del sitio de binding o de las regiones donde se puede unir el 

ligando, o del mecanismo de interacción. Por otro lado, se realiza un experimento de acoplamiento 

molecular ciego, cuando uno no cuenta con datos experimentales o información que prediga la 

región o el sitio donde el ligando se va a unir en la proteína. En este caso, se debe buscar 

aleatoriamente y en forma estadísticamente aceptable en el espacio conformacional, la trayectoria 

del ligando que finalmente proporcione la mejor conformación. Existen algunas herramientas 

informáticas como aplicaciones del programa VMD,249 o PocketFinder250 del programa ICMPro, 

que explorando las superficies, permiten detectar cavidades o bolsillos hidrofóbicos de la proteína 

para así analizar las zonas de posible interacción según los conocimientos fisicoquímicos del 

ligando y de los residuos que forman esas zonas de interés en la proteína. A partir de esta 

información se pueden plantear restricciones en la optimización de la energía y el muestreo será 

más acotado. En este tipo de acoplamiento, se exploran sitios de interacción desconocidos o 

nuevos en un sistema, mientras que en el acoplamiento localizado el espacio de interacción se 

conoce de antemano y puede por este motivo ser acotado. 

A medida que se ha ido profundizando en este ámbito, se han desarrollado una serie de 

programas de acoplamiento molecular, que funcionan en base a algoritmos que han ido 

evolucionando en el tiempo. 251-258 Las cuestiones fundamentales del acoplamiento molecular son: 

la representación del sistema, la búsqueda en el espacio conformacional y la calificación de las 

posibles soluciones. Esto último se logra mediante el empleo de una función de puntuación 

("scoring"). En la mayoría de los casos esta función puede ser un campo de fuerza que evalúe las 

energías de cada interacción posible. Por otro lado, debido a la demanda de tiempo de cálculo 

computacional de estas tres cuestiones, se debe decidir por el uso de una función de puntuación 

más sofisticada, con un método de búsqueda más acotado; o el empleo de una función de 

puntuación más sencilla, con un método de búsqueda extensivo.259

El acoplamiento molecular simula fundamentalmente la interacción en la superficie de la 

proteína, razón por la que es muy importante la búsqueda de una forma adecuada para representar 

esta superficie. Se pueden encontrar representaciones por modelos matemáticos como los 

descriptores geométricos de forma, o por cuadriculas. Además, se puede definir si la estructura de 

la proteína será rígida o flexible. 
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Por otro lado, es fundamental definir un buen método de búsqueda, para lo que debe tenerse 

en cuenta dos aspectos importantes: la rapidez y la efectividad con que se busca sobre el espacio 

conformacional de relevancia. 

Por su parte, la función de puntuación que permite calificar las posibles condiciones de 

asociación, debe ser lo suficientemente rápida como para aplicarse a una gran cantidad de 

posibles soluciones. Si esta función es un campo de fuerza, debe incluir y determinar las 

contribuciones de todos los parámetros energéticos necesarios: las energías debidas a las 

interacciones de Van der Waals, puente de hidrogeno y coulómbicas. Las interacciones de Van 

der Waals son importantes porque permiten estabilizar uniones entre los residuos de los 

aminoácidos que participan en la unión con el ligando. Los puentes de hidrogeno pueden participar 

tanto en las interacciones de aquellos residuos de la proteína que posean grupos capaces de 

formar dichos puentes con el ligando, como también pueden estar presentes si existen moléculas 

de agua que participen en el binding. Las interacciones electrostáticas cuentan por las posibles 

interacciones entre grupos cargados (como residuos con grupos cargados positiva o 

negativamente que interactúen con algún grupo cargado del ligando). Por último la energía 

relacionada a la desolvatación es muy importante también porque permite tener en cuenta que en 

la interacción proteína-ligando, habrá moléculas de agua que serán desalojadas tanto del sitio de 

binding como de los alrededores del ligando. 

1-3.8. DIABETES MELLITUS Y ANTIDIABÉTICOS ORALES 

1-3.8.1. Definición y clasificación 

Diabetes mellitus (DM) es un conjunto de desórdenes metabólicos que se caracterizan por 

niveles anormalmente altos de glucosa en la sangre (hiperglucemia), causados por problemas en 

la secreción de insulina, por acción ineficiente de dicha hormona, o ambos procesos. Esta situación 

de hiperglucemia crónica puede llegar a causar una destrucción y pérdida de funcionamiento a 

largo plazo de ciertos órganos como riñones, corazón, ojos, arterias, entre otros. 

Existen varios tipos de DM y sus causas están relacionadas con una conjugación de factores 

genéticos y ambientales.260 En general, esta enfermedad puede comenzar con una destrucción 

autoinmune de las llamadas células beta del páncreas, cuya función es la secreción de insulina, 

En consecuencia se genera una progresiva deficiencia de la hormona. Por su parte, otra causa 

asociada al desarrollo de la enfermedad, es la ineficiencia en la acción que la insulina posee en 

ciertos tejidos. Esta situación causa problemas en el metabolismo de proteínas, carbohidratos, 
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grasas y lípidos. La deficiencia de insulina en el organismo, como la ineficiencia en la acción de la 

hormona sobre los tejidos, son causas que muchas veces coexisten en el mismo paciente. 261

Existen diferentes tipos de diabetes: DM tipo I, DM tipo II, DM gestacional y otros tipos 

específicos. La DM tipo I se produce principalmente por ausencia de secreción de insulina, debido 

a la eliminación autoinmune de las células beta del páncreas. La velocidad de destrucción de estas 

células puede ser variable, desde muy rápida en pacientes jóvenes y niños, hasta más lenta en 

pacientes adultos. Por lo general se diagnostica en pacientes jóvenes y solo representa el 10% 

del total de pacientes que padecen la enfermedad.262 Por su parte, la DM tipo II se genera por una 

producción deficitaria de insulina que generalmente va acompañada de una resistencia a la 

hormona en los tejidos. La diferencia fundamental con la DM tipo I es que la deficiencia en la 

secreción de insulina no se debe a la eliminación de las células beta del páncreas, sino que 

proviene de la incapacidad de ciertos tejidos celulares para utilizar dicha hormona. La mayoría de 

los pacientes con DM tipo II presentan obesidad. Sin embargo, muchos de los pacientes que no 

presentan estas características, poseen acumulaciones de grasas centralizadas en la zona 

abdominal. En este sentido, se sabe que la obesidad es una causa de la resistencia a la insulina .261

La DM tipo II es uno de los casos más comunes que alcanza al 85-95% de los pacientes diabéticos 

y su diagnóstico generalmente aparece a edades avanzadas. 

La DM gestacional ocurre durante los primeros meses del embarazo, y lo más común es que 

sólo sea un desorden metabólico momentáneo. Sin embargo, muchas de las pacientes que sufren 

este trastorno, suelen tener propensión a cuadros de DM tipo II en el futuro.262

También existen otros tipos de alteraciones relacionadas, que son estados metabólicos 

intermediarios entre una homeostasis normal de glucosa y diabetes. Estos estados se denominan 

glucemia alterada en ayunas (Impaired Fasting Glycaemia, IFG) e intolerancia a la glucosa 

(Impaired Glucouse Tolerance, IGT). Ambos son estados "pre-diabetes" que reflejan la alta 

probabilidad de desarrollar DM de algún tipo y/o enfermedad cardiovascular. 263,264 

1-3.8.2. Síntomas y tratamiento 

Los síntomas asociados a la diabetes consisten en polidipsia (gran necesidad de ingerir 

líquidos), poliuria (aumenta la frecuencia de veces que se orina), polifagia (sensación de hambre 

excesivo), pérdida de peso sin razón justificable, visión borrosa, infecciones recurrentes, entre 

otros.262 Generalmente, los síntomas no son severos en los primeros estadios y llegan a 

manifestarse marcadamente mucho después de que haya comenzado la enfermedad, cuando la 
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hiperglucemia existente ya ha causado modificaciones patológicas y fisiológicas. En estas 

condiciones, un síntoma que alerta sobre la posibilidad de la existencia de DM es un cuadro de 

altas concentraciones de cuerpos cetónicos en sangre (cetoacidosis), causado por combinación 

de hiperglucemia y alguna infección u otras situaciones de estrés.265

El tratamiento específico para DM tipo I consiste fundamentalmente en el suministro de 

insulina mediante inyecciones subcutáneas varias veces al día o inyecciones continuas mediante 

un dispositivo denominado bomba de insulina. Se ha indicado que el uso de este tipo de terapia 

fundamental garantiza glucemias controladas y otras mejoras en el cuadro general de este tipo de 

diabetes.266 En estos casos, los controles glucémicos, el ejercicio y el control de las cantidades de 

insulina en función de la actividad física y el índice glucémico de los alimentos, representan los 

pilares fundamentales del tratamiento de este tipo de diabetes. 

Los tratamientos para la DM tipo II apuntan a tres procesos fundamentales que regulan los 

niveles glucémicos luego de una ingesta de glucosa: la estimulación de la secreción de insulina, 

la supresión de la gluconeogénesis (fundamentalmente hepática) mediada por insulina y 

estimulación del consumo de glucosa por tejidos periféricos como el músculo, inducida por 

insulina. En este sentido, se ha propuesto que el suministro de agentes que puedan reducir la 

velocidad de generación anormal de glucosa es efectivo dentro del tratamiento de este tipo de DM. 

Sin embargo, los medicamentos que estimulan la secreción de insulina son los más eficaces.267

Ejemplos de estos medicamentos orales son las sulfonilureas y glinidinas.268 269 Las sulfonilureas 

se han empleado desde 1950 como antidiabéticos orales. Los compuestos de la primera 

generación como acetohexamida, clorpropamida, tolbutamida y tolazamida aún se utilizan. Sin 

embargo, los de segunda generación actualmente prevalecen en su uso. Entre estos últimos se 

encuentran Glibenclamida, Glimepirida, Gliclazida y Glipizida. En general, estas sulfonilureas 

actúan estimulando la liberación de insulina de las células beta del páncreas.16 Por su parte, las 

glinidinas (nateglidina y repaglidina) se han diferenciado de las sulfonilureas en que tienen un 

efecto de menor duración, y por esta razón poseen menor riesgo de generar situaciones de 

hipoglucemia (niveles muy bajos de glucosa en sangre). Además, se las suele administrar a 

pacientes que presentan disfunciones renales. 279
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1-3.8.3. Sulfonilureas 

Las sulfonilureas han sido desde hace muchos años el tratamiento fundamental como agentes 

hipoglucemiantes en pacientes con DM tipo 11.267 Su función es estimular la liberación de insulina 

en el páncreas. Su mecanismo de acción comienza cuando se unen a receptores específicos 

ubicados sobre las células beta del páncreas. Esta interacción produce el cierre de canales K+-

ATP dependientes y por lo tanto, una disminución en la concentración de iones K+ en el interior 

celular. Esto genera una depolarización de la membrana celular y un incremento en el flujo de 

iones hacia el interior celular, que activa un sistema en el citoesqueleto que induce la liberación 

de insulina.271

Desde el punto de vista químico, las sulfonilureas han de considerarse como ácidos orgánicos 

muy débiles, ya que poseen cierto carácter ácido en los grupos N H. Los valores de pKa estimados 

varían entre 5,8 y 6,8 en solución.7 De esta forma, puede decirse que a pH fisiológico (pH = 7,4) 

estos antidiabéticos se encuentran en sus formas completamente ionizadas. A pesar de esto, son 

compuestos de gran carácter hidrofóbico y por ello presentan baja solubilidad en medios acuosos.7

En general, las sulfonilureas de segunda generación se caracterizan por poseer mayor lipofilicidad 

que las de primera generación, y por tanto, mayor duración en su efecto.268 En este sentido, se ha 

propuesto una relación entre la lipofilicidad de las sulfonilureas y la interacción con sus receptores 

específicos de membrana en las células beta del páncreas: a mayor lipofilicidad, mayor interacción 

con los receptores, lo que mejora su acción terapéutica.272

A continuación se muestran las estructuras químicas de las sulfonilureas utilizadas en este 

trabajo de tesis: Gliclazida y Glipizida. 

H C 

Figura 2: Estructura química de los antidiabéticos Gliclazida (Gli) y Glipizida (Glip). 

En el caso de Gli, se puede destacar la presencia del grupo perhidrociclopenta[c]pirrol, que 

se encuentra unido al N6. Existen evidencias experimentales que indican la posibilidad de 
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formación de puentes de hidrógeno entre este grupo y el grupo NH de Gli.273 En el caso de Glip, 

se puede destacar la presencia de los grupos 5-metil pirazina que se encuentra unido al anillo 

aromático mediante un conector amido, y el grupo ciclohexano unido al N6 del grupo sulfonilurea. 
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II. MATERIALES Y MÉTODOS 
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11-1. REACTIVOS Y SOLVENTES 

Los reactivos Gliclazida (Gli), Glipizida (Glip), Albúmina de Suero Humano (HSA) libre de 

ácidos grasos, Perinaftenona (PN), Riboflavina (Rf), Catalasa de hígado bovino (CAT), Superóxido 

Dismutasa de eritrocitos bovinos (SOD), Azida de Sodio (NaN3), D-(+)-Glucosa, L-Triptófano, 

Glutamina y Sulfato de Gentamicina, Azul Tripán, fueron adquiridos de Sigma-Aldrich y utilizados 

sin purificación previa. Medio sintético de GIBCO; Suero fetal bovino (SFB) de Natocor y 

Thioglicolato de Difco. 

En las experiencias se utilizó como solvente una solución reguladora de pH fisiológico (pH 

7,4) utilizando 50 mL de una solución de KH2P0.4 0,1 M y 39,1mL de una solución de NaOH 0,1 

M, ambas preparadas en agua bidestilada. En el caso de las determinaciones de los tiempos de 

vida de 02(1Ag), se utilizó como solvente una solución reguladora de pD 7,4, empleando 50 mL de 

una solución de KH2P0.4 0,1 M y 29,1 mL de una solución de NaOH 0,1 M (pH = 7,00), preparadas 

en agua deuterada. El ajuste de pD se realizó274 teniendo en cuenta que pD = pH + 0,4. En el caso 

de los experimentos de citotoxicidad, se utilizaron soluciones reguladoras utilizando NaCI, KCI, 

Na2PO4H-2H20, KPO4H2 y NaCO3H. Las sales mencionadas fueron obtenidas de Anedra. Metanol 

(CH3OH): calidad HPLC, fue provisto por Sintorgan. Metanol deuterado (CD30D) y agua 

deuterada (D20) fueron obtenidas de Sigma Aldrich. 

11-2. EQUIPAMIENTO 

11-2.1. ESPECTROSCOPIA DE ABSORCIÓN 

Los espectros de absorción se realizaron en un espectrofotómetro Hewlett Packard 8452A, el 

cual posee un detector que presenta arreglo de diodos. La fuente de excitación consiste en una 

lámpara de deuterio, y su intervalo de detección está comprendido entre 190 y 820 nm. Se 

utilizaron celdas de cuarzo de paso óptico de 1cm. 

11-2.2. FLUORESCENCIA ESTACIONARIA 

Las medidas de emisión de fluorescencia estacionaria fueron realizadas en un 

espectrofluorómetro Fluor MaxTM, cuya fuente de excitación es una lámpara de xenón, libre de 

ozono, de 150W. Su detector consiste en un tubo fotomultiplicador sensible hasta 850 nm. 

Los espectros fueron registrados utilizando celdas de cuarzo para fluorescencia de 1cm de 

paso óptico. 
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El equipo consta de un software de análisis DM 3000 3.2. 

Todas las determinaciones se realizaron con control de temperatura utilizando un 

termostato LabTech LBC-R08. 

11-2.3. FLUORESCENCIA RESUELTA EN EL TIEMPO 

La determinación de los tiempos de vida del estado singlete electrónicamente excitado, se 

realizó utilizando un equipo de conteo de fotón único (Single Photon Counting, SPC) Edinburgh 

Analytical Instrument FL-900 CDT. La técnica se basa en el concepto de que la distribución de 

probabilidades para la emisión de un fotón aislado, luego de la excitación de la muestra, describe 

el perfil de intensidad de emisión en el tiempo para los fotones emitidos luego de una excitación. 

275 Para poder tener un perfil de decaimiento lo más exacto posible, se debe hacer un gran 

muestreo estadístico de la distribución temporal de los fotones emitidos. Para ello, la muestra es 

repetitivamente excitada por una fuente de excitación pulsada. En nuestro caso, el equipo está 

provisto de diodos pulsados que son emisores de luz a distintas longitudes de onda (LEDs, 

PicoQuant). El diodo utilizado se seleccionó para maximizar la cantidad de fotones absorbidos por 

la muestra en base al espectro de absorción del compuesto en estudio. El fotomultiplicador de 

inicio (start PMT) detecta el pulso de excitación y genera un pulso eléctrico disparador que está 

exactamente correlacionado con el pulso óptico. El pulso disparador es conducido mediante un 

discriminador a la entrada del convertidor de tiempo en amplitud (TAC), el cual inicia la carga de 

un capacitor. Simultáneamente, el pulso óptico excita la muestra. Existe una apertura entre la 

fuente de excitación y la muestra que se regula de manera que solo se detecte un fotón por cada 

excitación. Una vez detectado el fotón emitido, se genera una señal eléctrica que detiene la carga 

del capacitor en el TAC, el cual a su vez genera un pulso de salida cuyo potencial es proporcional 

a la diferencia de tiempo entre el pulso disparador y el pulso que se generó cuando se detectó el 

fotón. Luego, el pulso de salida es convertido en un valor numérico por un convertidor analógico-

digital que se almacena como una cuenta en el Analizador Multicanal (MCA) (Esquema 15). 

Realizando repetidas veces este proceso se obtiene un histograma del número de cuentas en 

función de los canales temporales. Dicho histograma representa entonces el perfil de emisión de 

los fotones en el tiempo a partir del cual se pueden determinar los tiempos de vida. El equipo 

consta del software FL9000DT que se utilizó para dichos fines. 

Todas las determinaciones se realizaron empleando celdas de cuarzo de 1 cm de paso 

óptico, y con control de temperatura utilizando un termostato Endocal RTE-210. 

A continuación se muestra un esquema del equipo utilizado. 
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Monocromador -1 Muestra Monocnmnador StopPRIT 

SttPMT

TAC MCA 

Esquema 15: Diagrama del equipo de Conteo de Fotón Único (SPC). 

II-2.4.FOTOLISIS ESTACIONARIA 

Las medidas de fotooxidación en condiciones estacionarias se realizaron irradiando con luz 

UV-visible una solución que contiene el sustrato fotooxidable y el sensibilizador, en un equipo de 

fotólisis como se muestra en el esquema 16, diseñado en nuestro laboratorio.213

Esquema 16: Diagrama del equipo de fotolisis estacionaria. A: Lámpara de cuarzo-halógeno. B: Filtro térmico. C 

y F: Lentes. D: Filtro de corte. E: Espejo. G: Celda para electrodo de oxígeno con sistema de agitación magnética. 

11: Celda de absorción o fluorescencia con sistema de agitación magnética. 

La fuente de irradiación consiste en una lámpara de cuarzo-halógeno de 200 W. La misma 

puede ser dirigida alternativamente, mediante el espejo E (Esquema 16), hacia la celda que 

contiene electrodo de oxígeno (G en el Esquema 16) para realizar medidas de consumo de 

oxígeno, o bien hacia la celda de absorción o fluorescencia (H en el Esquema 16), con el fin de 

realizar experimentos de consumo de sustrato. Para asegurarse que solo el sensibilizador absorba 

la radiación, se utilizaron filtros de corte adecuados, dependiendo del sensibilizador. En el caso de 

las fotooxidaciones sensibilizadas por Rf, se utilizó un filtro de corte de 361 nm, mientras que para 

el caso de las sensibilizadas por PN, el filtro de corte utilizado fue de 320 nm. 

Las medidas de consumo de oxigeno se determinaron con un electrodo específico para 

oxígeno disuelto Orion 97-08 que se encuentra acoplado a un pHmetro Orion 720. Su sistema de 

49 



Fotodegradación de compuestos antidiabéticos y su interacción con albúmina de suero 
humano 

detección consiste en dos electrodos de plata polarizados y un electrolito, separados de la solución 

de medida por una membrana permeable a gases. El oxígeno disuelto en la solución difunde hacia 

la membrana donde es reducido a iones hidroxilos. La corriente producida en esta reducción causa 

una diferencia de potencial que puede ser traducida, en el pHmetro acoplado, en "partes por millón" 

(ppm) de oxígeno. 

La calibración del electrodo se realiza en agua saturada de aire a presión atmosférica antes 

de cada medida. Dado el material de la membrana, solo se pueden utilizar soluciones con 

porcentajes mayores a 90% de agua. El pH en el que se puede trabajar abarca un intervalo entre 

pH 3 y 12, y los límites de concentraciones de oxígeno llegan hasta las 14 ppm. 276,148 Las medidas 

se realizan bajo agitación continua para asegurar la homogeneidad lumínica del medio de 

reacción. 

11-2.5. DETECCIÓN DE TIEMPOS DE VIDA Y ESPECTROS DE ABSORCIÓN DE ESPECIES TRANSITORIAS 

La caracterización de los espectros de absorción y los tiempos de vida de especies transitorias 

fueron determinados mediante la técnica de Laser Flash Fotólisis.277 El equipo utilizado consta de 

una fuente de excitación que consiste en un láser de Nd:Yag (Spectron, SL 400) con emisión a 

1066 nm, 532 nm, 355 nm y 266 nm, correspondientes a la primera, segunda, tercera y cuarta 

armónica, respectivamente. El mismo posee un ancho de pulso de 18 ns y 350 mJ en la primera 

armónica. El haz de excitación se encuentra enfocado a 900 respecto de la luz analizadora, la cual 

proviene de una lámpara de Xenón de 150W. El sistema de detección está formado por un 

monocromador acoplado a un tubo fotomultiplicador Hamamatsu R666. A fin de evitar la 

fotodegradación de la muestra, debido a la radiación de la lámpara analizadora, se coloca en el 

camino del haz de excitación un obturador (shutter) cuya apertura está sincronizada con la 

frecuencia de disparo del láser. La radiación transmitida por la muestra es recibida por un 

monocromador y detectada luego en un fotomultiplicador, donde es transformada a una señal 

eléctrica. Esta señal es digitaliza posteriormente por un osciloscopio (Hewlett Packard 54504A) 

para luego ser transferida a una computadora personal mediante una interfase IEEE. En la 

computadora, la señal es convertida a valores de absorbancia, que luego puede ser procesada 

mediante un programa de análisis adecuado. 278 El intervalo espectral accesible se encuentra entre 

los 300 y 900 nm. El esquema del equipamiento se muestra a continuación: 
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Lámpara 

Esquema 17: Diagrama del equipo de Laser Flash Fotólisis. L: lentes. F: filtros. M: monocromador. PM: 

fotomultiplicador. 

Como se mencionó anteriormente, Laser Flash Fotólisis (LFF) es una técnica de resolución 

temporal que permite el estudio espectroscópico y cinético de especies llamadas transitorias, que 

viven en la escala de los mili o micro segundos. Estas especies pueden ser tripletes, iones 

radicales, especies zwiteriónicas, etc. 

La posible interacción o quenching de una especie transitoria por un dado sustrato puede 

estudiarse mediante LEE. Para tal fin, se determinan los tiempos de vida de la especie en ausencia 

y en presencia del sustrato en cuestión, mediante un ajuste monoexponencial del perfil de 

absorción medido a una longitud de onda donde la interferencia de otras especies sea 

insignificante. El análisis de los datos se realiza mediante una herramienta de ajuste por cuadrados 

mínimos no lineales (MicroCallOrigin 6.0)278, considerando la siguiente ecuación: 

A = Aoe (Ec. 13) 

At = absorbancia de la especie transitoria al tiempo t luego del pulso de excitación. 

Ao = absorbancia al tiempo t = 0 s. 

= tiempo de vida de la especie transitoria. 
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La constante de velocidad de quenching de la especie transitoria (kg), se puede determinar a 

través del tiempo de vida de la especie transitoria en ausencia (To) y en presencia (T) de diferentes 

concentraciones de sustrato [A], y luego se realiza un análisis clásico de Stem-Volmer: 

r
° =1+ kgr o [A] (Ec. 14) 

Por otro lado, para caracterizar los espectros de absorción de las especies transitorias, la 

muestra se irradia con un pulso de luz de alta intensidad para poblar el estado transitorio. Las 

moléculas en este estado son detectadas por una segunda fuente de luz o haz analizador por 

absorción (promoción a niveles excitados de energía superior). El cambio de la densidad óptica 

debido a las especies transitorias puede ser monitoreado en función del tiempo a distintas 

longitudes de onda que se van seleccionando con el monocromador colocado en el camino óptico 

de la luz de prueba (M en el Esquema 17), entre la muestra y el detector. Los cambios temporales 

de absorción a cada X son detectados por un fotodetector de respuesta rápida. Dichos detectores 

generan una señal eléctrica proporcional a la transmitancia de la especie transitoria, que es 

digitalizada y procesada para convertirla en señales de absorbancia transitoria. La conversión de 

la señal eléctrica, a cada X, a valores de absorbancia se realiza de acuerdo a la ley de Lambert-

Beer de manera que la relación entre la absorbancia y transmitancia a una dada longitud de onda 

está dada por la siguiente expresión: 

i T AA —log — = AbC (Ec. 15) 
lo

AA = absorbancia de la especie transitoria a la Á dada. 

= intensidad de radiación transmitida (mV). 

lo = intensidad de radiación incidente (mV). 

EÁ = coeficiente de extinción molar de la especie transitoria a la Á dada. 

b = paso óptico del haz analizador a través de la muestra. 

C = concentración molar de la especie transitoria. 

11-2.6. DETECCIÓN DE TIEMPOS DE VIDA DE 02(1Ag). 

Las medidas de detección de los tiempos de vida de 02(1Ag) se realizaron empleando la 

técnica de detección de la señal de fosforescencia de 02(1Ag) resuelta en el tiempo a 1270 nm 
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TRPD (Time Resolved Phosphorescence Detection).279 A continuación se muestra un esquema 

del equipo utilizado para la aplicación de dicha técnica: 

Computadora Osciloscopio 
Diodo Ge 

Filtros de corte y de 
interferencia 

Láser Pulsado 

Esquema 18: Diagrama del equipo para emplear la técnica TRPD 

La fuente de excitación que se emplea es la misma que la utilizada en los experimentos de 

Láser Flash Fotólisis (Materiales y Métodos, sección 11-2.5). La radiación fosforescente emitida es 

detectada en ángulo recto por un detector de germanio (Judson J16/85p) que contiene un conjunto 

de filtros, el cual genera una señal eléctrica. Esta señal es digitalizada por un osciloscopio (Hewlett 

Packard 54504A) para luego ser transferida a través de una interfase IEEE a una computadora 

personal donde se realiza el procesamiento de las señales. La señal fue tomada luego de 

aproximadamente 10-12 disparos a fin de lograr una buena relación señal/ruido. 

Normalmente, los puntos iniciales de la señal de decaimiento se encuentran perturbados por 

señales espúreas provenientes de la fuente de excitación o por fluorescencia residual del 

sensibilizador. Por ello el análisis de trazas se realizó a partir de los 8-10 lis. Se empleó un 

programa de ajuste por cuadrados mínimos no lineales (MicroCallOrigin 6.0).278

Dado que el tiempo de respuesta del sistema de detección del equipo es de 

aproximadamente 4-5 pis, y que el tiempo de vida de 02(1 Ag) en solventes acuosos se encuentra 

en la misma escala de tiempo, en estas determinaciones se emplearon solventes deuterados 

con el fin de aumentar el tiempo de vida de 02(1Ag).169

11-2.7. CROMATOGRAFíA HPLC-ESPECTROMETRÍA DE MASA 

El análisis de productos de fotooxidación sensibilizada por PN se realizó en un cromatógrafo 

HPLC-Masa Thermo Scientific Accela, equipado con una bomba cuaternaria, un sistema de auto-
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muestreo y una trampa de iones espectrométrica (Thermo Scientific LQT XL). El proceso de 

ionización es mediante electrospray (ESI). 

Se utilizó una columna de fase reversa C18 de 150 mm x 2,1 mm x 5 pm. Se trabajó en modo 

isocrático con mezclas metanol: agua (9:1) + acetato de amonio (0,2 mM) con un flujo de 0,2 

ml/min y un volumen de inyección de 10 pL. Las determinaciones se realizaron en modo positivo 

a temperatura ambiente. 

11-3. METODOLOGÍA 

11-3.1. DETERMINACIÓN DE LOS PARÁMETROS DE BINDING DE LA INTERACCIÓN Gli-HSA Y Glip-HSA. 

MODELO DE ISOTERMAS DE BINDING 

Cuando se caracteriza la interacción entre un ligando y una proteína, es importante cuantificar 

las constantes de unión o binding, determinar cuántos sitios se ponen en juego en la asociación y 

el tipo de interacciones que estabilizan el complejo ligando-proteína. Uno de los métodos a través 

del cual es posible obtener las constantes de binding y el número de sitios de interacción, se basa 

en la construcción de una isoterma de binding, cuya ecuación se muestra a continuación: 

<r K [A]we

1=1 ( 1 K bi Mitre ) 

(Ec.16) 

donde <r> se define como la densidad de binding y representa al promedio de ligandos por 

unidad de proteína (siendo éste un promedio sobre todas las posibilidades de equilibrio de 

interacción).280 Kb i es la constante de unión al sitio i, [A]libre es la concentración de ligando libre y 

la sunnatoria se extiende sobre n términos, iguales al número total de sitios de binding involucrados. 

Generalmente las [A]libre se determinan o se calculan a través de algún método que pueda ser 

aplicado según las características del sistema. Estos métodos están basados en la medición de 

alguna propiedad determinada que varíe como resultado de las interacciones ligando-proteína. En 

nuestro caso, las [A]hbre se determinaron empleando un método que consiste en utilizar la 

información que proviene de la desactivación o quenching de fluorescencia de HSA en presencia 

de los posibles ligandos.281 En este caso, las [A]libre se determinan mediante las siguientes 

ecuaciones: 

[A]libre= [nota! - [A]unido (EC. 17) 

[A]undo= n 9 IHSAJtorai (Ec. 18) 
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Como ya se indicó, n es el número total de sitios de binding en cada molécula de proteína. e 

es la fracción de sitios ocupados de HSA y puede determinarse mediante la relación entre las 

intensidades de emisión de HSA en ausencia (lo) y en presencia (I) del ligando a diferentes 

concentraciones: 

e = Al/Almax (Ec. 19) 

Al = lo-1 (Ec. 20) 

Almax representa la máxima variación en la intensidad de emisión de fluorescencia que se 

alcanza a las máximas concentraciones de ligando. Los valores de Almax se obtienen281 por 

extrapolación de la ordenada al origen del gráfico de 1/Al vs, 1/[A]totai. Por último, se calcula <r> 

mediante la siguiente ecuación: 

<r> = [A]unido/[HSA]total (Ec. 21) 

Experimentalmente se parte de los datos de intensidad de fluorescencia de HSA en ausencia 

y en presencia de diferentes concentraciones de A y se calcula en primer lugar [A]libre (Ec. 17) 

considerando por ejemplo, un valor de n=2 (n en la Ec. 18) y luego, los valores de <r> (Ec. 21). El 

siguiente paso es graficar <r> vs. [A]i¡bre ajustando dicho gráfico con la ecuación de la isoterma 

(Ec. 16) con dos términos (porque se ha considerado un valor de n=2 en la Ec. 18), para obtener 

los valores de las constantes de binding. En este paso, se puede emplear alguna herramienta de 

ajuste por cuadrados mínimos no lineales de algún programa de análisis gráfico. En nuestro caso, 

se utilizó la herramienta correspondiente del programa278 OriginPro 8.0, Es muy importante 

comparar los resultados suponiendo desde el principio uno, tres o varios sitios en lugar de dos en 

la Ec. 18. Posteriormente se define el mejor resultado, utilizando como criterio de selección aquel 

ajuste que presente un coeficiente de correlación (R2) más cercano a la unidad y un menor error 

en las constantes de binding obtenidas. 

11-3.2. DESACTIVACIÓN O QUENCHING DE FLUORESCENCIA DE HSA POR Gli Y Glip 

Tal como se explicó en la sección anterior, para poder determinar los parámetros de binding, 

es necesario realizar experimentos de quenching de fluorescencia de HSA en presencia de los 

Andb en estudio. 

El fenómeno de quenching de fluorescencia ocurre cuando la intensidad de emisión de un 

fluoróforo se ve disminuida por algún efecto. Los factores que pueden causar esta inhibición en la 

fluorescencia pueden ser la interacción molecular con algún agente específico, reacciones que 

ocurren en el estado excitado del fluoróforo, reordenamientos moleculares, transferencia de 
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energía, entre otros.282 El quenching puede ser dinámico o estático, o una mezcla de ambos. 

Cuando es dinámico, el fluoróforo se desactiva a través de colisiones con el sustrato, mientras que 

en el caso de ser estático, el quenching ocurre por formación de un complejo no fluorescente en 

el estado fundamental. Generalmente, cuando se desea analizar qué tipo de mecanismo de 

desactivación está ocurriendo, se realiza un análisis de Stem-Volmer (Ec. 22):283

l° =1 + kqr o [A] =1 + Ksv [A] (Ec. 22) 

[A] = concentración del desactivador (Andb). 

lo = Intensidad de emisión del fluoróforo en ausencia del desactivador. 

I = Intensidad de emisión del fluoróforo en presencia del desactivador. 

kg = constante de velocidad de desactivación bimolecular del estado electrónicamente excitado 

singlete del fluoróforo. 

To = tiempo de vida del estado singlete electrónicamente excitado del fluoróforo en ausencia 

del desactivador. 

Ksv = constante de Stem-Volmer. 

Si al graficar 10/I vs. [A] se obtiene una recta, se puede decir que se trata de una desactivación 

o estática o dinámica. A partir de la pendiente de dicho gráfico se puede calcular Ksv (estático) o 

kg (dinámico). Para poder distinguir si el mecanismo es estático o dinámico, se pueden hacer los 

siguientes experimentos: 

• Evaluar el quenching a diferentes temperaturas: un aumento en la temperatura favorece el 

mecanismo de desactivación dinámico o colisional, mientras que desfavorece la formación de 

un complejo fluoróforo-desactivador en el estado fundamental. 

• Evaluar los tiempos de vida del fluoróforo: en el caso de quenching difusional, se cumple que 

10/1 = To/T. En presencia del desactivador, el tiempo de vida del fluoróforo disminuye debido a 

que el quenching resulta ser un proceso adicional que contribuye a la despoblación del estado 

excitado. En cambio, en el caso del quenching estático, se cumple que To/T =1. El tiempo de 

vida del fluoróforo no cambia porque la presencia del desactivador solo genera la formación de 

un complejo en el estado fundamental. De esta manera, el tiempo de vida que se detecta se 

debe a aquellas moléculas de fluoróforo en estado excitado que no estén formando el complejo 

y que se comportan de la misma manera que en ausencia del desactivador. 
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• Analizar los espectros de absorción: si los espectros de absorción del fluoróforo se modifican 

en presencia del desactivador, se puede inferir que el mecanismo de quenching es estático (ya 

que la formación del complejo fluoróforo-desactivador ocurre en el estado fundamental). 

Estos experimentos pueden emplearse como guías básicas para discernir entre un 

mecanismo y otro. Sin embargo, la más confiable entre ellos es la evaluación de los tiempos de 

vida en presencia del desactivador.283

Por otro lado, puede ocurrir que el gráfico presente desviaciones hacia el eje de las abscisas 

o hacia el de las ordenadas. En estos casos se deben realizar otros tratamientos matemáticos de 

los datos que siguen modelos alternativos, para poder obtener los valores respectivos de Ksv. 

Las soluciones de HSA fueron preparadas en solución reguladora de pH 7,4, considerando 

un peso de HSA de 66500Da. Las soluciones stock de Andb fueron preparadas utilizando un 10% 

de CH3OH como co-solvente, debido a su escasa solubilidad en la solución reguladora. Es muy 

importante aclarar en este punto que esta proporción de CH3OH no afecta la estructura ni la 

funcionalidad de la proteína.284 Las determinaciones de intensidad de fluorescencia y tiempos de 

vida de HSA fueron realizadas partiendo de una solución de proteína (1x10-5M) a la que se le 

hicieron agregados de Gli o Glip (0-1x10-4 M), a diferentes temperaturas (entre 11°C y los 37°C). 

Para asegurar que la emisión de HSA proviniera solo de Trp y para evitar la interferencia de la 

emisión de tirosinas, se excitó a 295 r1M.285

11-3.3. ANÁLISIS DE TIEMPOS DE VIDA DE FLUORESCENCIA 

Tal como fue mencionado en la sección 11-2.3, el análisis de tiempos de vida de fluorescencia 

se realizó en un equipo de conteo de fotón único (SPC). Para un dado fluoróforo, el histograma 

que proporciona este sistema, consiste en una convolución de dos funciones: la ley de decaimiento 

de la especie o función respuesta al impulso propia de la muestra 1(t), y la función de respuesta 

instrumental al pulso L(t). La función 1(t), es la que se podría determinar cuando la excitación ocurre 

en un pulso de tiempo infinitamente corto 5. Sin embargo, todas las fuentes de excitación poseen 

un determinado ancho de pulso. Por ende, el haz de excitación podría considerarse como un 

conjunto de pulsos 5 de diferentes amplitudes, que causarán diferentes respuestas. Por este 

motivo, la señal de decaimiento medida experimentalmente, N(t), será la convolución de estas 

funciones respuesta generadas por el haz de excitación y la respuesta instrumental, tal como se 

expresa en la "Integral de convolución": 
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r 
N(t) = f L(t)I(t —t)Ot" (Ec. 23) 

o 

La función de respuesta instrumental L(t) se puede obtener registrado el perfil temporal de los 

pulsos de excitación bajo las mismas condiciones, solo que se reemplaza la muestra por una 

solución dispersante de luz, por ejemplo Ludox (silica coloidal).286 Luego, el análisis de los datos 

consiste en obtener una ley de decaimiento 1(t), que al ser convolucionada con la función de 

respuesta instrumental adquirida proporcione una función calculada de decaimiento Ncalc(t) que 

coincida lo mejor posible con los datos experimentales N(t). El mejor ajuste se encuentra mediante 

un análisis matemático por cuadrados mínimos no lineales. A partir de la función 1(t) que 

proporcione el mejor ajuste, se obtienen el o los valores de tiempo de vida del fluoróforo en 

cuestión. Las expresiones propias de 1(t) más empleadas generalmente son modelos 

exponenciales de una o más componentes, dependiendo de la complejidad de emisión del 

fluoróforo. 

11-3.4. ANÁLISIS DE PARÁMETROS TERMODINÁMICOS DE INTERACCIÓN 

Como se detalló anteriormente, mediante las determinaciones de quenching de fluorescencia 

de HSA en presencia de Gli o Glip, se pueden construir las isotermas de binding que permitirán 

calcular finalmente las constantes de binding y estimar el número de sitios que los ligandos ocupan 

en HSA. Por otra parte, y para obtener más información respecto del proceso de asociación, se 

pueden analizar las interacciones que se ponen en juego en la interacción proteína-ligando, a 

través de la evaluación de los parámetros termodinámicos de la asociación. Para ello, se debe 

determinar la variación de las constantes de binding con la temperatura, y bajo la hipótesis de que 

los cambios entálpicos de interacción no varían significativamente en el intervalo de temperaturas 

estudiado, se puede emplear la ecuación de Van't Hoff (Ec. 24) para determinar los parámetros 

termodinámicos AH° y AS° de la interacción.287

In Kb = -4HYRT + ASYR (Ec. 24) 

donde R= constante de los gases y Kb = constante de binding 
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En base a los parámetros determinados de esta manera es posible calcular finalmente los 

valores de energía libre de interacción: 

AG° = AH° - T AS° (Ec. 25) 

11.3.5. ACOPLAMIENTO MOLECULAR DE HSA Y Andb 

Los estudios de acoplamiento molecular (docking) se llevaron a cabo empleando244 ICM, 

versión 3.4. ICM permite realizar acoplamiento molecular, representando a las proteínas o 

receptores a través de cuadriculas de potenciales de interacción. Además, emplea un método de 

optimización global estocástico, el cual combina pasos posicionales pseudo-Brownianos y 

torsionales con una rápida minimización del gradiente local. 

Las estructuras de Gli y Glip fueron obtenidas de la base de datos PubChem.247 Las mismas 

fueron protonadas y optimizadas empleando protocolos estándar de ICM. Por su parte, se realizó 

una búsqueda288 de moléculas de HSA co-cristalizadas con una serie de ligandos en la base de 

datos PDB. 

Las estructuras analizadas fueron las siguientes (identificadas por sus correspondientes 

códigos pdb): 1A06, 1E7C, 1GNI, 1HK3, 1UOR, 2BXD, 2BXK, 2BXQ,16J5, 1E7E, 1GNJ, 1HK4, 

1YSX, 2BXE, 2BXL, 1BKE, 1E7F, 1H9Z, 1HK5, 2BX8, 2BXF, 2BXM, 1BMO, 1E7G, 1HA2, 1N5U, 

2BXA, 2BXG, 2BXN, 1E7A, 1E7H, 1HK1, 109X, 2BXB, 2BXH, 2BX0,1E7B, 1E71, 1HK2, 1TFO, 

2BXC, 2BXI y 2BXP. 

La estructura de HSA acomplejada con Warfarina (2BXD) fue empleada como receptor de Gli 

o Glip en los experimentos de acoplamiento. 

La identificación de posibles sitios de binding se realizó utilizando la función icmPocketFinder 

de ICM, con una tolerancia de 4,6 por defecto. Este parámetro está relacionado con la flexibilidad 

del programa para la detección de sitios. Cuanto menor es el valor de este parámetro, mayor 

cantidad de sitios detectados, y viceversa. La elección de un valor de tolerancia de 4,6 se realizó 

según lo recomiendan los desarrolladores del programa. 

Los cálculos se realizaron utilizando una función de puntuación propia de ICM y el parámetro 

de meticulosidad (thoroughness) empleado fue de 1.0 por defecto. Este parámetro está 

relacionado con la longitud del experimento de acoplamiento molecular. 

Los análisis de acoplamiento se realizaron analizando los sitios I (subdominio IIA) y sitio II 

(subdominio IIIA), ya que son los sitios de binding más conocidos en HSA. También se analizó el 
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sitio extra, ubicado en la hendidura entre los dominios I y III. La elección de este sitio se realizó 

luego de analizar las capacidades de binding de la proteína, definida por estudios cristalográficos. 

Es decir, se analizaron las estructuras co-cristalizadas de HSA obtenidas de la búsqueda en 

Protein Data Bank, y mediante una superposición de dichas estructuras, se pudo observar una 

región donde se ubican una gran cantidad de ligandos. Esta región es coincidente con la cavidad 

correspondiente al sitio extra que se detecta con icmPocketFinder. 

También se realizó un análisis de toda la proteína (acoplamiento molecular ciego). 

La validación del método de acoplamiento molecular que se empleó para probar la unión de 

Gli o Glip a HSA se realizó de la siguiente manera. Se parte de la estructura co-cristalizada de 

HSA con un ligando determinado el cual se sabe que está unido a un dado sitio de interés de la 

proteína. Luego se extrae la molécula de ligando y se utiliza el método de acoplamiento a validar, 

para probar la unión de dicho ligando a HSA. Si el método es adecuado, debería poder 

reproducirse el modo de unión de la estructura cristalográfica Una forma de evaluar lo anterior 

consiste en la comparación de las estructuras tridimensionales cristalográficas de la proteína con 

el ligando en cuestión y la correspondiente obtenida mediante los experimentos de acoplamiento 

molecular, a través del valor de rmsd (root mean square distance). Este parámetro determina la 

distancia cuadrática promedio entre la posición de átomos equivalentes en dos estructuras que se 

comparan y se expresa en Amstrongs (Á). Cuando las estructuras son idénticas, el valor de rmsd 

es O Á, y va aumentando a medida que se presentan diferencias estructurales.289 De esta manera, 

si el valor de rmsd obtenido por comparación entre las estructuras es pequeño, se puede decir que 

el método reproduce adecuadamente la estructura cristalográfica y por lo tanto es válido 

11-3.6. FOTOOXIDACIÓN SENSIBILIZADA POR Rf 

II-3.6.1. Interacción de los Andb con el estado singlete electrónicamente excitado de Rf (1Rr) 

La interacción del estado singlete electrónicamente excitado de Rf ( Rf*) con los Andb se 

investigó mediante medidas de fluorescencia estacionaria y resuelta en el tiempo. Los 

experimentos se realizaron empleando una solución de Rf (0,02 mM) en solución reguladora de 

pH 7,4 con 10% CH3OH como co-solvente. Luego se fueron agregando alícuotas de solución stock 

de cada Andb, preparadas respectivamente en la misma solución de Rf. 

En el caso de las medidas de fluorescencia estacionaria, se determinó la variación de la 

emisión fluorescente de Rf en ausencia y en presencia de Andb. Los espectros fueron registrados 
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en un fluorímetro (Materiales y Métodos, sección 11-2.2) empleando una x —exc = 445 nm y una /kern = 

524 nm. 

Los tiempos de vida de fluorescencia de Rf en ausencia y en presencia de los Andb se 

determinaron por medidas de fluorescencia resueltas en el tiempo, empleando el equipo de conteo 

de fotón único (SPC) descripto en la sección 11-2.3. Se empleó una X —exc = 450 nm y una Áem = 524 

nm. 

Los resultados obtenidos por experimentos de fluorescencia estacionaria y resuelta en el 

tiempo fueron evaluados mediante un análisis clásico de Stem-Volmer (Ec. 22), tal como se 

describió en la sección 11-3.2. 

11-3.6.2. Interacción de los Andb con el estado triplete electrónicamente excitado de Rf (3Rf*) 

Por un lado, se realizó un estudio de las posibles interacciones entre el estado triplete 

electrónicamente excitado del sensibilizador Rf (3Rf*) con los Andb en estudio mediante la técnica 

de LFF Para ello, se realizaron estudios de quenching de 3Rf* por cada Andb. La especie 

transitoria se generó con un pulso de excitación láser a 355 nm, y la determinación de los tiempos 

de vida se realizó a 670 nm, una longitud de onda a la que la interferencia de otras especies es 

despreciable. Estos decaimientos se determinaron en condiciones de baja concentración de Rf 

(0,02 mM) y baja energía del láser, para evitar procesos de auto-inhibición y aniquilación triplete-

triplete, respectivamente.148,290 En todos los casos, se prepararon soluciones de Rf en solución 

reguladora de pH 7,4 y en CH3OH. Los Andb se disolvieron primero en solución Rf/ CH3OH y luego 

se llevó a volumen final con solución Rf/solución reguladora; la proporción final de CH3OH fue 10% 

para Gli y Glip. Además, todas las determinaciones fueron realizadas en solución saturada con 

argón, para evitar la desactivación del estado 3Rr por oxígeno (proceso [7] del Esquema 14).291

Se caracterizaron también los espectros de 3Rr en ausencia y en presencia de cada Andb, 

determinando los cambios de absorbancia de las especies transitorias a un tiempo fijo en función 

de la longitud de onda. En general, las determinaciones se efectuaron midiendo la señal cada 10 

nm hasta cubrir el espectro completo (400-800 nm). En estos experimentos también se trabajó a 

bajas concentraciones de sensibilizador (0,02 mM) y la concentración empleada para ambos Andb 

fue 5x10-4 M. En este caso, como ya fue indicado, debido a que Rf es lábil a la luz se empleó un 

sistema de flujo con recambio de solución de Rf a cada X, de manera que la solución analizada 

fuera siempre "fresca" El dispositivo (Esquema 19) consiste en una probeta de 250 mL provista 

de dos tubos de vidrio. Uno de ellos (conexión 1) se conecta a un tubo de gas argón, para mantener 
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la solución permanentemente saturada en este gas. El otro tubo (conexión 2) transporta la solución 

desgasada hacia la celda de análisis. Finalmente la conexión 3 permite el descarte de la solución, 

el cual se realiza a cada longitud de onda. Las mangueras conectoras que forman parte de este 

dispositivo son impermeables al oxígeno. Además, el dispositivo y sus conexiones se mantuvieron 

protegidos de la luz durante toda la experiencia. Un esquema aproximado del sistema se muestra 

a continuación: 

1 

A 

2 

C 

3 

D 

Esquema 19: Diagrama del sistema de recambio de solución de Rf. A: Gas argón. B: Probeta de 250 mL adaptada 

a conexiones. C: Celda de medida. D: depósito de descarte. Conexiones: 1, 2 y 3. 

11-3.6.3. Fotooxidación estacionaria: evaluación de la participación de EROs 

En los experimentos de fotooxidación estacionaria, se prepararon soluciones de sensibilizador 

Rf en solución reguladora de pH 7,4. Respecto de este punto, es conocido que Rf es un compuesto 

altamente susceptible a la radiación y puede ser degradado a través de diferentes procesos.292-296

En este sentido, se ha demostrado que un factor de importancia en la velocidad de fotodegradación 

de Rf lo constituye el pH. Se sabe que Rf posee dos valores de pKa: 1,7 y 10,2, pudiendo existir 

consecuentemente en sus especies neutra, aniónica o catiónica, dependiendo del pH del 

medio.297 De esta manera, el pH puede afectar el estado de ionización de la molécula y por ende, 

su susceptibilidad a la excitación y la consecuente fotodegradación. Debido a que la selección del 

pH se realizó según las condiciones fisiológicas, en los experimentos de fotooxidación 

sensibilizada se trabajó en solución reguladora de pH 7,4. Teniendo en cuenta lo expuesto 

anteriormente, se puede observar que la selección de este pH no afecta significativamente la 

fotodegradación propia de Rf, ya que la evidencia experimental indica que a pH neutro, la 

fotodegradación del sensibilizador es mucho menor que a pH alcalino217. 

La concentración de sensibilizador se ajustó empleando una absorbancia de 0,5 a 445 nm, 

correspondiente al máximo de absorción de Rf en el visible. Luego se utilizó una alícuota de esta 

solución para disolver el sustrato de interés. Para el caso de Gli y Glip, debido a su escasa 
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solubilidad en agua, primero se preparó una solución de Rf en CH3OH .Su concentración se ajustó 

utilizando los mismos valores experimentales de absorbancia (lo más similar posible) que los 

obtenidos en solución reguladora. Se tomó una alícuota de la solución en CH3OH del sensibilizador 

para disolver primero a los Andb. Luego se llevó a volumen final empleando la solución de Rf 

preparada en solución reguladora. La proporción final de CH3OH en todos los casos fue de 10%. 

Las concentraciones de sustratos fueron del orden de 10-a M. Los experimentos de fotooxidación 

en estado estacionario se llevaron a cabo en el equipo de fotólisis descripto en la sección 11-2,4. 

La participación de las diferentes EROs en la fotodegradación sensibilizada por Rf de los 

sustratos en estudio, puede evaluarse a través de las medidas de consumo de oxígeno en 

condiciones aeróbicas de fotoirradiación estacionaria en presencia de inhibidores específicos para 

cada ERO. 

En este sentido, para confirmar la participación de O2(1 g) se utilizó NaN3, un conocido 

desactivador físico de esta especie excitada de oxígeno.200,172 Por - - su parte, la intervención de 02°-

se evaluó utilizando la enzima SOD. Esta enzima ha sido ampliamente utilizada con propósitos 

cuali y cuantitativos como inhibidor de dicha especie oxidativa.298-300 La enzima CAT se empleó 

para evaluar la participación de H202. 

Las velocidades relativas de consumo de oxígeno en presencia de los inhibidores fueron 

obtenidas a partir de las pendientes iniciales de los gráficos de consumo de oxígeno en función 

del tiempo de irradiación, relativizadas al consumo de oxígeno correspondiente en ausencia del 

inhibidor. Las concentraciones de Andb empleadas fueron 5x10-4 M para Gli y 2x10-4 M para Glip. 

Las concentraciones empleadas de inhibidores específicos fueron 5x10-3 M para NaN3, y 

1mg/100mL para los casos de SOD y CAT. Estas determinaciones fueron realizadas por duplicado 

y los resultados difieren en aproximadamente un 10%. 

11-3.7. FOTOOXIDACIÓN SENSIBILIZADA POR PN 

Se sabe que ciertos colorantes como Azul de Metileno y Rosa de Bengala, se asocian con 

HSA presentando modificaciones en sus propiedades físicas y fotoquímicas.301 Es por ello que la 

selección de un sensibilizador en el caso de un sistema formado por ligando-HSA debe tener 

ciertas consideraciones respecto de la interacción entre el sensibilizador y la proteína. Por este 

motivo, como paso previo a los experimentos de fotooxidaciones sensibilizadas por PN, se realizó 

un estudio de la interacción entre el estado triplete electrónicamente excitado de PN (3PN*) y HSA, 

mediante la cuantificación de la constante de desactivación de 3PN* por HSA a través de la técnica 
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LFF. La especie transitoria del sensibilizador fue generada con un pulso de excitación láser a 355 

nm y al igual que en las determinaciones con el sensibilizador Rf, se trabajó con soluciones 

saturadas con argón, a fin de evitar la desactivación del 3PN* por oxígeno. Los tiempos de vida de 

esta especie fueron registrados a 500 nm, una zona donde no existe interferencia con otras 

especies. El sensibilizador PN fue preparado en solución reguladora de pH 7,4 y su concentración 

ajustada a un valor de absorbancia entre 0,2-0,3 a la longitud de onda de excitación del láser. La 

solución stock de HSA (5x10-3 M) fue preparada utilizando la solución de sensibilizador como 

solvente. 

Una vez descartada la interacción de HSA con 3PN* (como será demostrado más adelante en 

Resultados, sección III), se procedió al estudio de los procesos de fotodegradación de los sistemas 

HSA, Andb-HSA y Andb, sensibilizados por PN. 

Con el fin de investigar la cinética de fotodegradación mediada por 02(1,1g) de los sistemas 

Gli, Glip, HSA, Gli-HSA y Glip-HSA se determinaron las velocidades relativas de consumo de 

oxígeno bajo irradiación sensibilizada por PN. Se prepararon soluciones del sensibilizador PN de 

manera similar a la descripta en la sección 11-3.6.1. En este caso, la concentración de PN se ajustó 

empleando una absorbancia de 0,5 a 365 nm, correspondiente al máximo de absorción de dicho 

sensibilizador en el visible. Es importante aclarar que para el caso de las soluciones de los 

sistemas Gli-HSA y Glip-HSA, el 10% de CH3OH utilizado para mejorar la solubilidad de los Andb 

no afecta la estructura y funciones de la proteína.284 Las concentraciones utilizadas fueron Gli 

(5x10-4 M), Glip (2x10-4 M), HSA (5x10-4 M), Gli-HSA (5x10-4 M: 1x10-5 M) y Glip-HSA (2x10-4 M: 

4x10-6 M). Las velocidades relativas de consumo de oxígeno fueron obtenidas a partir de las 

pendientes iniciales de los gráficos de consumo de oxígeno en función del tiempo de irradiación, 

relativizadas a la pendiente de HSA. 

II-3.7.1. Determinación de la constante de velocidad de desactivación total de 02 (lAg) 

La determinación de la constante de velocidad de desactivación total de 02(1 g) por Andb, 

Andb-HSA y HSA, kt = kq + kr, (procesos [10] y [11] del Esquema 14, respectivamente) se puede 

estimar a través de la detección de la emisión de fosforescencia de O2(1A) a 1270 nm (Time 

Resolved Phosophorescence Detection, TRDP, Materiales y Métodos, sección 11-2.6). 

Los valores de kt fueron obtenidos mediante la determinación de los tiempos de vida de 

02(1Ag) en ausencia y en presencia de diferentes concentraciones de los sustratos estudiados. 

La señal de decaimiento de fosforescencia de 02(1ág) está dada por la siguiente ecuación: 

64 



Fotodegradación de compuestos antidiabéticos y su interacción con albúmina de suero 
humano 

-t 
I = loer° (Ec. 26) 

donde lo y To son la intensidad de la señal y el tiempo de vida de 02 (lAg) en ausencia del 

sustrato. El ajuste de las trazas del decaimiento a través de la Ec. 26 permite obtener el tiempo 

de vida de 02(1Ag). 

En general, los puntos iniciales de la señal de decaimiento están perturbados por señales 

espúreas o fluorescencia residual del sensibilizador. Por esta razón, el análisis de la señal se 

realizó a partir de los 8-10 ps. Estos decaimientos no requieren de métodos de deconvolución 

puesto que tanto el ancho del pulso del láser de excitación, como el tiempo de respuesta (4-5 ps) 

no interfieren en los tiempos de vida de 02 (1Ag) (tiempos de aproximadamente 67 ps en D20).302

Para obtener el valor de kt se utiliza la Ec. 29, que se deduce como se describe a continuación: 

kg = kd + kt [A] (Ec. 27, 

Como kg = 1/T y kd = 1/ To, la Ec. 27 equivale a: 

(Ec. 28) 
z-

Reordenando se obtiene: 

= 1 + kr() [A] (Ec.29) 

Graficando 'ro/ t en función de [A] y conociendo el valor de -ro (Ec. 29) se obtiene el valor de 

kt a partir de la pendiente. Alternativamente, graficando 1/T en función de [A] (Ec. 28), se puede 

obtener kt a partir de la pendiente. 

Las soluciones del sensibilizador PN fueron preparadas en solventes deuterados (D20 y 

CD30D), tal como fue anteriormente indicado (Materiales y Métodos, sección 11-2.6) a fin de 

aumentar el tiempo de vida de oxigeno singlete.303 La concentración de PN fue ajustada a un valor 

de absorbancia entre 0,2-0,3 a la longitud de onda de excitación del láser (355 nm). Para las 

determinaciones de kt en presencia de los Andb puros, se prepararon soluciones stock de 

concentración 1x10-2 M, con 10% de CD30D. A partir de estas soluciones, se realizaron agregados 

de manera que las concentraciones de Andb empleadas fueron entre O y 2x10-3 M. Por otro lado, 

en las determinaciones de kt para los sistemas Andb-HSA, se prepararon soluciones stock con 

concentraciones Andb-HSA de 1x10-3 M-1x10-5 M. En este caso, se utilizó también sólo un 10% 
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de CD3OD y la concentración de proteína se mantuvo siempre constante e igual a 1x10-5 M. Es 

importante aclarar que una concentración de 10% de CD3OD no afecta la estructura ni las 

funciones de HSA.284 Las concentraciones de Andb empleadas fueron entre O y 5x10-4 M. 

11-3.7.2. Estudio de los productos de fotooxidación de Andb mediada por 02(1A9) 

La identificación de los productos de fotooxidación mediada por 02(1Ag) fue especialmente 

estudiada para el caso de Gli, tomando a este Andb como arquetipo de la familia de sulfonilureas 

a las que pertenecen los compuestos en estudio. Para ello, se llevó a cabo la irradiación 

(estacionaria) con luz Visible de soluciones de Gli 5x10-4 M en un tubo de vidrio de 50 mL, utilizando 

como solvente una solución reguladora de pH 7,4 y 10% de CH3OH como co-solvente, que 

contiene el sensibilizador PN cuya concentración se ajustó a una absorbancia de 0,5 a su máximo 

de absorción (365 nm). Con el objetivo de asegurar que la radiación fuera absorbida sólo por el 

sensibilizador, se empleó un filtro de corte (2,. 320 nm). Además las soluciones fueron 

continuamente agitadas y oxigenadas. Cada solución fue irradiada un determinado período de 

tiempo (60 y 90 minutos), a fines de comparar los productos obtenidos en cada caso. El análisis 

de fotoproductos se realizó por HPLC-Masa, tal como se describió en Materiales y Métodos, 

sección 11-2.7, 

11-3.7.3 Estudios de toxicidad in vitro de los productos de fotooxidación de Gli mediada por 

02(14) 

Los análisis de toxicidad consisten en el estudio cualitativo y cuantitativo de los efectos 

deletéreos ocasionados por agentes físicos o químicos sobre la estructura y función de los 

sistemas vivos. 

Existen diferentes formas de evaluar la toxicidad. Hasta hace algunos años la 

experimentación en animales era la técnica más utilizada. No obstante, en la actualidad el 

surgimiento de las sociedades protectoras de animales de experimentación ha llevado al desarrollo 

de técnicas alternativas. Dentro de la diversidad de ensayos in vitro, se encuentran aquéllos que 

permiten evaluar la toxicidad celular o "citotoxicidad". Ésta se define como una alteración de las 

funciones celulares básicas (integridad de la membrana y citoesqueleto celular, metabolismo, 

liberación de constituyentes celulares o productos, regulación iónica y división celular), que 

conlleva a la producción de un daño que pueda ser detectado mediante mecanismos celulares 

conocidos.304
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Para evaluar la citotoxicidad existe una gran variedad de ensayos toxicológicos entre los que 

se destacan técnicas inmunológicas que permiten determinar la integridad del citoesqueleto (como 

la inmunofluorescencia indirecta (IFI)), el ensayo de determinación de pérdida de la enzima 

citoplasmática lactato dehidrogenasa (LDH), la visualización del daño morfológico celular, la 

cuantificación de proteínas, la técnica de captación del rojo neutro (RN) y la de reducción de 

bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT), entre otros.305

Para investigar la citotoxicidad de una dada sustancia, una herramienta muy útil es emplear 

modelos experimentales como cultivos primarios y órganos aislados como líneas celulares. Un 

ejemplo de estos cultivos es la línea celular Vero, la cual deriva de células de riñón de mono. Esta 

línea en particular, se adapta fácilmente a las condiciones de cultivo, lo cual es una importante 

ventaja en este tipo de experimentos. En este contexto, los resultados obtenidos a partir de la 

utilización de la línea celular Vero resultan de gran interés para evaluar el impacto que pueden 

tener las sustancias analizadas en humanos, ya que esta especie animal está filogenéticamente 

relacionada con el hombre. 

Los estudios de toxicidad de los productos de fotodegradación mediadas por 02(1Ag) de Gli 

se llevaron a cabo en cultivos de células Vero, como se detallará a continuación, 

II-3.7.3.a. Preparación de soluciones y medios de cultivo 

• Cultivos celulares 

En el desarrollo de las experiencias se empleó la línea celular Vero (riñón de mono verde 

africano, Cercopithecus aethiops) ATCC CCL-81, adquirida comercialmente en la Asociación 

Banco Argentino de Células (ABAC) de la ciudad de Pergamino. Las células se mantuvieron en 

medio de crecimiento formando monocapas. 

‹. Medio de crecimiento para células (MC) 

El medio esencial mínimo de Eagle (MEM) fue preparado en solución salina balanceada de 

Earle (la cual contiene una gran variedad de sales inorgánicas, aminoácidos y vitaminas, entre 

otros componentes). A esta solución se le adicionó 10% de suero fetal bovino (SFB), (inactivado 

a 56°C por 30 minutos), 30 pg/mL de glutamina y 50 pg/mL de gentamicina. Este medio se 

encuentra a pH 7,2-7,4. 
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+ Medio de mantenimiento para células (MM) 

El medio esencial mínimo de Eagle (MEM) fue preparado en solución salina balanceada de 

Earle y contiene 2% de SFB (inactivado a 56°C por 30 minutos), 30 pg/mL de glutamina y 50 

pg/mL de gentamicina y su pH fue de 7,2-7,4. 

+ Medio Tioglicolato 

Este medio se preparó colocando 29 g de Tioglicolato Difco por cada 1000 mL de solución, 

utilizando agua destilada como solvente. Se esterilizó a 3/4 atmósfera durante 20 mm n y se conservó 

a temperatura ambiente y en oscuridad hasta su uso. Este medio se utilizó para el control de 

esterilidad de los distintos medios y soluciones empleados en los cultivos celulares. 

‹. Solución de Azul Tripán al 0,5% 

Se colocaron 0,5 g de Azul Tripán por cada 100 mL de solución, empleando agua bidestilada 

como solvente. Se disolvió por agitación y se conservó a 4°C. 

+ Solución reguladora de fosfatos (PBS) 

Esta solución se preparó con 8 g de NaCI, 0,2 g de KCI, 1,44 g de Na2PO4H -2 H20 y 0,2 g 

de KPO4H2 por cada 1000 mL de solución, empleando agua bidestilada como solvente. La solución 

se fraccionó en frascos de 200 mL aproximadamente, se esterilizó a 3/4 atmósfera durante 30 mmn 

y se conservó a 4°C hasta su uso. 

‹. Solución de Bicarbonato de Sodio al 5% 

Dicha solución se preparó colocando 5 g de NaCO3H en 100 mL de solución, empleando 

agua bidestilada como solvente. Se disolvió por agitación y se fraccionó en tubos de ensayo. Se 

esterilizó a 3/4 atmósfera durante 20 mm n y se conservó a 4°C hasta su uso. 

-:. Solución de Gentamicina 

Para esta solución, se colocaron 0,5 g de sulfato de Gentamicina por cada 100 mL de solución, 

utilizando agua bidestilada como solvente. Se esterilizó por filtración fraccionándose en pequeños 

volúmenes. Se conservó a 4°C hasta su uso. 

•:. Solución de glutamina 

Esta solución fue preparada colocando 3 g de Glutamina y 0,85 g de NaCl por cada 100 mL 

de solución, empleando agua bidestilada como solvente. Se agitó hasta disolución en baño a 37°C. 

Se esterilizó por filtración, se fraccionó y se conservó a -20°C hasta su uso. 

+ Solución de Rojo Fenol al 0,5% 

Para esta solución se mezclaron 1 g de Rojo fenol, 50 mL de una solución de NaOH 0,05 N y 

agua bidestilada. Para obtener esta solución, primero se maceró el rojo fenol en un mortero con 
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un pequeño volumen de solución de NaOH 0,05 N, la cual se continúa agregando de a gotas hasta 

obtener una solución que mantuvo su color rojo intenso. Una vez disuelto el colorante, se ajustó a 

volumen un final de 200 mL con agua bidestilada. Se fraccionó en frascos color caramelo y se 

esterilizó a % atmósfera durante 30 min. Se conservó a 4°C hasta su uso. 

Solución de Tripsina + EDTA 2X 

Esta solución se preparó colocando 16 g de NaCI, 0,8 g de KCl, 2 g de Dextrosa, 1,16 g de 

NaCO3H, 1,5 g de Tripsina y 0,4 g de Versene (solución de EDTA 0,2 g por litro de solución 

amortiguadora de fosfatos PBS), por cada 1000 mL de solución. Se utilizó agua bidestilada como 

solvente. Los componentes se disolvieron por agitación magnética, agregando luego 4 mL de rojo 

fenol al 0,5%. Se esterilizó por filtración y fraccionó en volúmenes de 50 mL. Luego de realizar 

controles de esterilidad en medio Tioglicolato, se conservó a -20°C hasta su uso. 

Soluciones de Gliclazida (Gli) 

Las muestras de Gli fueron preparadas en solución reguladora de pH 7,4 (KH2PO4 0,1M-

NaOH 0,1M) como solvente principal y DMSO como co-solvente, en presencia de 9,9 1.1g/m1 del 

sensibilizador PN. Debido a la escasa solubilidad de Gli en agua, se utilizó 1% de DMSO para la 

solución stock de Gli 161,7 lig/mL y 5% de DMSO para la solución stock de Gli 1617 pg/mL. No 

obstante, es importante aclarar que en todos los casos las concentraciones finales de DMSO 

fueron siempre menores a 1%, siendo de esta manera no nocivas para el cultivo celular.306

II-3.7.3.b. Preparación de los ensayos de citotoxicidad 

Los cultivos celulares se hicieron crecer en policubetas de 96 pocillos a una densidad de 3x104

células/pocillo en MC e incubados a 37°C durante 24 hs con el fin de obtener monocapas celulares. 

Transcurrido este tiempo, se analizó la posible citotoxicidad de las muestras. Para ello se descartó 

el MC de las monocapas celulares preformadas. Luego se agregaron diferentes volúmenes de 

muestra en cada pocillo, llevando a un volumen final de 200 1.1 con MM y se incubó por 48 horas. 

Se realizaron simultáneamente dos ensayos. Uno de ellos consistió en un experimento 

"blanco" para evaluar la potencial citotoxicidad de las soluciones de sensibilizador en ausencia de 

Gli. Para ello, se incubaron las células con diferentes volúmenes de solución stock de PN 9,9 

in/mL en tres condiciones: sin irradiar e irradiadas por 60 y por 90 minutos. Las concentraciones 

finales de PN (en µg/mL) fueron 0,25; 0,5 ; 1,5; 2,5 y 4,95. En el otro ensayo, se evaluó la posible 

citotoxicidad de Gli y de sus productos de fotooxidación incubando las células con diferentes 

volúmenes de solución stock de Gli 161,7 1.1g/mL /PN 9,9 ig/mL en tres condiciones: sin irradiar 
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e irradiadas por 60 y por 90 minutos. Las concentraciones finales de Gli/PN (en pig/mL) fueron: 

4,0 /0,25; 8,1/0,5; 24,2/1,5; 40,4/2,5 y 80,8/4,95. En ambos experimentos, cada tratamiento fue 

realizado por triplicado. 

En una etapa posterior, debido a los resultados obtenidos, fue necesario concentrar la 

solución stock de Gil diez veces y mantener una concentración constante de PN. Nuevamente se 

evaluó la posible citotoxicidad del sistema Gli/PN y de sus fotoproductos. Se incubaron las células 

con diferentes volúmenes de solución stock de Gli 1617 vig/mL/ PN 0,5 i.tg/mL en tres condiciones: 

sin irradiar, irradiadas durante 45 y por 75 minutos. Las concentraciones finales de Gil (en pg/mL) 

fueron: 4,00; 8,10; 24,2; 40,4; 80,8 y 121. Dado que se trabajó con una solución más concentrada 

de Gil, se disminuyeron los tiempos de irradiación en relación al experimento anterior, con el fin 

de obtener aproximadamente los mismos porcentajes de conversión. Cada tratamiento fue 

realizado por cuadruplicado. 

En todos los casos, se utilizó como referencia un control celular, el cual consistió en 

monocapas celulares bañadas solamente con MM sin la muestra a analizar, como indicador de la 

morfología celular normal. 

Los análisis de toxicidad celular fueron evaluados desde dos parámetros fundamentales: la 

máxima concentración no citotóxica (MCNC) y la concentración citotóxica que causa el 50% de 

muerte celular (CC50). A continuación se describe detalladamente la determinación de ambos 

parámetros. 

Determinación de la máxima concentración no citotóxica (MCNC): 

Los cultivos incubados con las muestras a analizar fueron evaluados por su morfología celular 

a las 24 y a las 48 horas, al microscopio óptico invertido, con el propósito de detectar alteraciones 

tales como redondeamiento celular, presencia de granulaciones y/o vacuolización citoplasmática 

y desprendimiento celular. Se consideraron citotóxicas aquellas concentraciones de las muestras 

que generaron alteraciones morfológicas visibles al microscopio. La MCNC fue definida como la 

máxima concentración de cada muestra que no produjo ninguna alteración visible en la monocapa 

celular luego de 48 horas de incubación a 37°C, siendo éste el tiempo límite de observación306 '307-

311.
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Determinación de la Concentración Citotóxica 50% (CC50) por ensayo de captación de Rojo Neutro (RN) 

El ensayo de captación del RN es un experimento quimiosensible que evalúa la viabilidad 

celular, basada en la capacidad de las células viables de incorporar y unir el RN .312 Este es un 

colorante catiónico débil que penetra las membranas celulares por difusión no iónica, 

acumulándose en los lisosomas, donde se une con sitios aniónicos en la matriz lisosomal. 

Alteraciones de la superficie celular o de la membrana sensible del lisosoma conducen a una 

fragilidad lisosomal y a otros cambios que gradualmente se tornan irreversibles. Tales cambios 

provocados por la acción de xenobióticos resultan en una disminución de la captación y unión del 

RN. De esta manera es posible distinguir células muertas, dañadas y vivas. 

Luego del período de incubación de las células con las muestras a analizar, las soluciones 

fueron removidas y las células fueron lavadas con 200 1.11_ de PBS/pocillo. Luego se agregaron 

200 AL/pocillo de la solución de RN (30 jag/mL en MEM) y la policubeta se incubó a 37°C por 3 hs 

para favorecer la incorporación del colorante por las células. Al cabo de ese tiempo las células 

fueron lavadas 3 veces con PBS. El colorante dentro de las células fue liberado por extracción con 

una mezcla de ácido acético, etanol y agua (1:50:49). Después de la agitación de los cultivos por 

20 minutos, los valores de absorbancia se determinaron en un lector de microplacas (Labsystems 

Multiskan MS o Bio-Tek, Elx 800). Estos valores fueron determinados a 540 nm que corresponde 

al máximo de absorción en el visible del colorante RN. 

La viabilidad relativa en los tratamientos fue expresada como porcentaje de disminución de 

RN captado con respecto a las células controles; y la fracción de supervivencia (ES) fue calculada 

según la siguiente fórmula: 

FS = 
A5  Células tratadas 

x100 (Ec.30) 
A m Células control 

donde A540 nm es la absorbancia de cada pocillo a 540 nm. Los valores de viabilidad obtenidos 

de esta manera fueron sometidos a análisis estadístico de regresión no-lineal, con un coeficiente 

de determinación >0,90, basado en la curva dosis-respuesta "Boltzman sigmoidal" y usando el 

programa GraphPad Prism 5.0. Los resultados representan la media de tres determinaciones. 
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11-3.8. ESTUDIOS DE LA INFLUENCIA DE GLUCOSA SOBRE LA INTERACCIÓN Andb-HSA Y LOS PROCESOS 

DE FOTODEGRADACIÓN MEDIADOS POR 02 (lAg) 

Se realizaron experimentos de quenching de fluorescencia en estado estacionario y a 

temperatura ambiente, para obtener los correspondientes parámetros de binding en presencia de 

glucosa. Cabe destacar que el análisis de los datos obtenidos en esta parte es igual al descripto 

en las secciones 11-3.1 y11-3.2. 

En primer lugar, se realizó un experimento para evaluar el efecto de glucosa sobre HSA. Para 

ello, se partió de una solución de proteína (1x10-5 M) a la que se hicieron agregados de glucosa 

(0-1,3x10-2 M). Para el caso de Gli o Glip, los experimentos de quenching de fluorescencia se 

realizaron partiendo de una solución de HSA (1x10-5 M) a la que se fueron realizando agregados 

de Andb (0-1x10-4 M) en presencia de glucosa 1,2x10-2 M = 216 mg/dL (situación de hiperglucemia 

no muy grave), donde mg/dL se refiere a mg de glucosa por dL de sangre.262

Por otro lado, para estudiar el efecto de glucosa en la fotodegradación mediada por 02(1Ag), 

se llevaron a cabo experimentos de fotodegradación sensibilizada por PN de los sistemas Andb, 

HSA y Andb-HSA. Para ello, se determinaron las velocidades de consumo de 02(1Ag) 

sensibilizadas por PN para los sistemas Gli 5x10-4 M, Glip 2x10-4 M, HSA 1x10-5 M y las mezclas 

Gli-HSA (5x10-4 M: 1x10-5 M) y Glip-HSA (2x10-4 M: 4x10-6 M) en presencia de glucosa en cuatro 

concentraciones: 1x10-3 M, 5x10-3 M, 1,2x10-2 M y 1,7x10-2 M. La preparación de soluciones y las 

condiciones experimentales de medida fueron iguales a las detalladas en la sección 11-3.7 Para 

completar este estudio, se determinaron los valores de la constante de velocidad de desactivación 

total de 02(1Ag) (kt) para los sistemas Gli, Gli-HSA, Glip, Glip-HSA en presencia de dos 

concentraciones de glucosa: 5x10-3 M y 1,7x10-2 M. La elección de estos valores de concentración 

de glucosa fue realizada teniendo en cuenta dos condiciones a las que un paciente diabético puede 

encontrarse expuesto normalmente: glucemia normal (5x10-3 M = 90 mg/dL) e hiperglucemia 

(1,7x10-2 M = 300 mg/dL). Las soluciones fueron preparadas en las mismas condiciones y 

empleando la misma metodología descripta en la sección 11-3.7.1. 
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III. RESULTADOS 
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111-1: CARACTERIZACIÓN DEL SISTEMA Andb-HSA 
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111-1 .1 . CARACTERIZACIÓN ESPECTROSCÓPICA DE LOS COMPUESTOS DE INTERÉS 

Con el objeto de caracterizar las propiedades espectroscópicas de Gli, Glip y HSA, se 

registraron los espectros de absorción y fluorescencia de dichas especies en solución reguladora 

de pH 7,4. Los espectros de absorción de Gli, Glip y HSA se muestran en la Figura 3 A. Como 

puede observarse, Gli presenta un máximo característico a 226 nm mientras que Glip posee una 

banda a 225 nm y otra de menor intensidad a 278 nm. Por su parte, HSA presenta su banda típica 

de absorción313 a 280 nm. 

Por otro lado, se registraron espectros de emisión de fluorescencia para Gli y Glip, pero en 

ambos casos no se detectó emisión. Para HSA, el espectro de emisión fue tomado excitando a 

295 nm y se muestra en la Figura 3 B. 
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Figura 3: A: Espectros de absorción de: Gli normalizado a 226 nm (3x10-5 M), Glip normalizado a 225 nm (5x10-6 M) 

y HSA normalizado a 280 nm (3x10-6 M, inserto), en solución reguladora de pH 7,4 B: Espectro de emisión de HSA 

1x10-5 M en solución amortiguadora pH 7,4; Á exc= 295 nm. 

75 



Fotodegradación de compuestos antidiabéticos y su interacción con albúmina de suero 
humano 

111-1.2. ESTUDIO DE LA INTERACCIÓN DE Gli Y Glip CON HSA 

111-1.2.1. ESTUDIOS MEDIANTE TÉCNICAS DE FLUORESCENCIA 

111-1 .2.1.a. Quenching o desactivación de fluorescencia de HSA por Andb 

Con el fin de obtener los parámetros de binding de la asociación Andb-HSA, se estudió el 

comportamiento de los espectros de emisión de fluorescencia de HSA (—exc«:: 295 nm) en presencia 

de Gli y Glip. En estos experimentos no fue necesario realizar correcciones por filtro interno, ya 

que la absorbancia de ambos Andb es despreciable a la longitud de onda de excitación. Se empleó 

una concentración de HSA 1x10-5 M, mientras que las concentraciones de Andb se variaron en el 

intervalo 0-1x10-4 M. Estos experimentos fueron realizados a cuatro temperaturas: 12, 18, 26 y 35 

°C para poder evaluar los parámetros termodinámicos de interacción. 

Los resultados indican que existe una desactivación de la emisión de HSA por Gli y Glip a 

todas las temperaturas ensayadas. Los resultados para 26 °C se muestran en la siguiente figura: 
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Figura 4: Espectros de emisión de fluorescencia de HSA (1x10 5 M), X—exc = 295 nm, solución reguladora de pH 7,4; en 

presencia de diferentes concentraciones (0-1x10-4 M) de A: Gli y B: Glip. 

Los resultados del análisis clásico de Stem-Volmer, obtenidos a partir de los espectros de 

emisión de HSA en presencia de diferentes concentraciones de Andb, a diferentes temperaturas 

se muestran a continuación: 
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Figura 5: Gráficos del análisis clásico de Stem-Volmer a diferentes temperaturas. A: sistema Gli-HSA. a sistema 

Glip-HSA. 

Los gráficos del análisis clásico de Stem-Volmer (10/I vs. [A], Ec. 22, Materiales y Métodos, 

sección 11.3.2) muestran una desviación negativa para ambos Andb, y es observado para todas las 

temperaturas ensayadas. Este tipo de comportamiento ya ha sido evidenciado en la desactivación 

de fluorescencia de HSA por ciertos fármacos como Midazolam, Magnolol, Captopril, entre otros. 
84,314-323 En general este hecho ha sido justificado indicando la existencia de una población de 

fluoróforo que puede ser desactivada y otra que no, y los resultados se analizan según un 

tratamiento modificado de Stem-Volmer. Sin embargo, el origen de esta interpretación se basa en 

la existencia de varios fluoróforos (varios residuos de triptófano, por ejemplo), que pueden 

encontrarse en diferentes sitios de la proteína. Algunos podrán ser desactivados porque se 

encuentran accesibles al desactivador y otros no. 324 Por lo tanto, esta interpretación podría no 

ser válida cuando se trata de una proteína como HSA que posee un único Trp. Una posible 

explicación a la curvatura hacia las abscisas del gráfico de Stem-Volmer puede ser que, la 

presencia de los sustratos no alcance a desactivar completamente la fluorescencia de HSA y/o 

que existan diferentes tipos de sitios de interacción en la proteína.325 En consecuencia, estos 

resultados forman parte de las primeras evidencias experimentales de una posible interacción 

entre HSA y los Andb. 

Con el objeto de profundizar en el estudio del quenching de fluorescencia de HSA en 

presencia de los Andb, se realizaron determinaciones de fluorescencia resueltas en el tiempo. Los 

tiempos de vida de fluorescencia de HSA —exc = 295 nm) fueron obtenidos a 25°C, en ausencia y 
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en presencia de diferentes concentraciones de Andb, en un equipo de conteo de fotón único 

(Materiales y Métodos, sección 11-3.3). Los resultados se muestran en las siguientes tablas: 

Tabla 1: Tiempos de vida de fluorescencia de HSA con agregados de Gil a 25°C (kexc = 295 nm). 

[Gil] (M) (ps) (25°C) 

o ri= 6,5 ± 0,1 (80%) T2= 1,8 ± 0,1(20%) 

1,4x10-5 T1= 6,2 ± 0,1 (76%) T2= 1,8 ± 0,1 (24%) 

4,5x10-5 ti= 5,9 ± 0,1 (73%) r2= 1,7 ± 0,1 (27%) 

7,4x10-5 Tl= 5,8 ± 0,1 (71%) T2=1,6 ± 0,1 (29%) 

1x10-4 T1= 6,0 ± 0,1 (67%) r2=1,8 ± 0,1 (33%) 

Tabla 2: Tiempos de vida de fluorescencia de HSA con agregados de Glip a 25°C (?exe = 295 nm). 

[Glip] (M) r (ps) (25°C) 

OM T1 = 6,5 ± 0,2 (77%) T2=1,8 ± 0,2 (23%) 

1,2x10-5 Ti= 5,7 ± 0,2 (73%) T2= 1,8 ± 0,2 (27%) 

2,4x10-5 i= 5,8 ± 0,2 (66%) T2= 1,9 ± 0,1 (34%) 

4,5x10-5 T 1= 6,8 ± 0,6 (48%) T 2= 2,4 ± 0,2 (52%) 

6,5x10-5 ti= 5,7 ± 0,3 (56%) T2= 2,1 ± 0,2(44%) 

8,25x10-5 T 1= 6,5 ± 0,7(43%) T2= 2,4 ± 0,2 (57%) 

Los resultados de las medidas de tiempos de vida de fluorescencia de HSA en ausencia y 

presencia de ambos Andb fueron ajustados adecuadamente con ecuaciones biexponenciales. 

Esto indica que el fluoróforo intrínseco de la proteína (Trp214) posiblemente estaría emitiendo 

desde conformaciones diferentes, Estas componentes ya han sido detectadas por otros autores y 

los valores obtenidos para ambas concuerdan con los ya reportados. 324,326-331 En este sentido, una 

explicación al origen de estas componentes es la existencia de un equilibrio en solución de 

moléculas de HSA en dos conformaciones. En cada confórmero, Trp214 tendrá un entorno distinto 

y en consecuencia, la emisión de fluorescencia resultará de una superposición de las emisiones 

provenientes de las diferentes conformaciones. 

Como se puede observar en las tablas, los tiempos de vida de fluorescencia de la proteína 

mantienen sus valores relativamente constantes frente a los agregados tanto de Gli como de Glip. 
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Este comportamiento se encuentra asociado a un mecanismo de quenching estático, en el cual la 

formación de un complejo Andb-HSA no fluorescente en el estado fundamental, es la causa de la 

desactivación de fluorescencia de la proteína. 

III-1.2.1.b. Determinación de los parámetros de binding de Andb-HSA 

A partir de los resultados de quenching de fluorescencia de HSA por los Andb, se 

determinaron los parámetros de binding de la interacción Gli-HSA y Glip-HSA a las diferentes 

temperaturas ensayadas. Los datos fueron procesados tal como fue descripto en Materiales y 

Métodos sección 11-3.1. Los gráficos de las isotermas de binding se muestran a continuación 
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Figura 6: Isotermas de binding para la interacción Gli-HSA a diferentes temperaturas (°C): A: 12,6. B: 18,6. C: 26,2. 

D: 35,2. 
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Figura 7: Isotermas de binding para la interacción Glip-HSA a diferentes temperaturas (°C): A: 12,6. B: 17,6. C: 26,6. 

D: 35,5. 

Los resultados experimentales pudieron ajustarse adecuadamente cuando se suponen dos 

sitios de interacción, es decir n=2 en la Ec. 18 (Materiales y Métodos, sección 11-3.1). Los ajustes 

correspondientes son las curvas rojas que se muestran en las Figuras 6 y 7. Esto significaría que 

tanto Gli como Glip interaccionan con HSA en dos sitios de binding diferentes. Las constantes de 

binding para las asociaciones Gli-HSA y Glip-HSA obtenidas a las diferentes temperaturas 

ensayadas se resumen en la siguiente tabla: 
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Tabla 3: Constantes de binding para las interacciones Gli-HSA y Glip-HSA a diferentes temperaturas. 

Andb Temperatura (9C) Kbt (M-') Kili Phi 

12,6 (4,9±0,2) x104 (1,15±0,06) x104

18,8 (3,8±0,2) x104 (1,02±0,06) x104

Gil 26,2 (4,4±0,2) x104 (1,28±0,05) x104

35,2 (4,2±0,2) x104 (1,03±0,06) x104

12,6 (5,8±0,3) x105 (2,83±0,07) x104

17,6 (4,6±0,3) x105 (2,8±0,1) x104

Cilip 26,6 (3,1±0,2) x105 (2,46±0,09) x104

35,5 (2,9±0,1) x105 (2,32±0,07) x104

Los valores de las constantes de binding mostrados en la Tabla 3 se encuentran dentro del 

orden de constantes de binding de HSA con otros fármacos (valores alrededor de 1 04-1 05 M-1) 

informados en la literatura.21

Para la interacción Gli-HSA, los valores de las constantes de binding no varían de manera 

significativa con la temperatura, para ambos sitios de unión. Por su parte, en el caso de la unión 

de Glip a HSA, se puede observar una disminución en las constantes de binding a ambos sitios a 

medida que se incrementa la temperatura. Este comportamiento podría explicarse teniendo en 

cuenta los resultados obtenidos a partir de la evaluación de los tiempos de vida de fluorescencia 

de HSA en presencia de los Andb (sección 111-1.2.1 .a). En estos experimentos se observó que la 

desactivación de la emisión de la proteína ocurre por formación de un complejo Andb-HSA no 

fluorescente en estado fundamental (quenching estático). Por ende, al aumentar la temperatura, 

la formación del complejo Glip-HSA se estaría desfavoreciendo, por lo que lo cual se observa una 

disminución en las Kb en función de la temperatura. Además, esta tendencia en los valores de Kb 

con la temperatura concuerda con los signos de AH° de interacción, como se discutirá más 

adelante. 

111-1 .2.1.c. Determinación de los parámetros termodinámicos de interacción Andb-HSA 

A partir de la variación de la constante de binding (Kb) entre un ligando y una proteína con la 

temperatura, es posible obtener los parámetros termodinámicos de dicha interacción. Luego, a 

través de un análisis de los valores de estos parámetros es posible deducir la naturaleza de las 

interacciones que predominan entre la proteína y el ligando. En este sentido, se ha propuesto un 
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modelo hipotético termodinámico que explica las contribuciones energéticas que se ponen en 

juego en el proceso de asociación, que ocurre en dos pasos.332 El primero representa una 

asociación hidrofóbica e inmovilización parcial o cambios en el estado de las moléculas de solvente 

cuando se forma el complejo. Y, el segundo paso, incluye otro tipo de interacciones 

intermoleculares como electrostáticas, de Van der Waals, puentes de hidrógeno que se establecen 

en la asociación. Finalmente, el valor resultante de AG° del proceso de asociación, estará 

determinado por las magnitudes relativas de AH° y AS° en cada paso. 

Dado que los valores de Kb de Gli-HSA no variaron significativamente con la temperatura en 

el intervalo ensayado, no fue posible determinar los parámetros termodinámicos de dicha 

interacción. En consecuencia, solo se muestran los resultados para el caso de la interacción Glip-

HSA, la cual presenta variación en Kb respecto de la temperatura. 

Específicamente, los valores de AH° y AS° correspondientes a cada sitio se calcularon en 

función del gráfico de In Kb vs. 1/T (Ec. 24, Materiales y Métodos, sección 11-3.4). Los valores de 

AG° se calcularon mediante la Ec. 25 (Materiales y Métodos, sección 11-3.4) a 25 °C. Estos 

resultados se muestran en el gráfico de la Figura 8 y los valores de los parámetros termodinámicos 

se encuentran resumidos en la Tabla 4. 
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Figura 8: Gráfico de la ecuación de Van't Hoff para el cálculo de parámetros termodinámicos de interacción Glip-

HSA. 
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Tabla 4: Parámetros termodinámicos de interacción Glip-HSA. 

AH° AS° 'AG° 
Sitio 

(Kcalimol) (Mimo«) (Kcalittiot) 

Sitio 1 -5,4 7,0 -7,5 

Sitio -1,6 15 -5,9 

1 Los valores de AG° fueron determinados a 25°C. 

Como puede observarse en la Tabla 4, se obtuvieron valores muy grandes y negativos para 

AH° y positivos para AS°, para ambos sitios de interacción. En consecuencia, el valor negativo 

resultante para AG° indica que el proceso de asociación de Glip a HSA en ambos sitios es 

espontáneo. Los valores negativos de AH° para ambos sitios de interacción, indican que la 

asociación es exotérmica, de manera que un aumento en la temperatura podría genera una 

disminución en los valores de Kb, tal como se observó en los resultados obtenidos en la sección 

anterior. A su vez, los altos valores de AH° indican que además el proceso se encuentra 

entálpicamente controlado. 

Tal como ha sido propuesto en el análisis de los signos y valores de los parámetros 

termodinámicos de interacción proteína-ligando,332 valores negativos de AH° pueden ser 

relacionados a interacciones de Van der Waals o puentes de hidrógeno. En este sentido, se 

conoce que Glip es una de las sulfonilureas con mayor capacidad de formar puentes de hidrógeno 

(9 grupos donadores de protones y 3 grupos aceptores de protones).7 Por este motivo, es probable 

que este tipo de interacción sea el predominante en la asociación Glip-HSA. 

Por otro lado, los valores positivos de AS° pueden deberse a la contribución energética de las 

interacciones hidrofóbicas, relacionadas al primer paso del modelo de asociación proteína-ligando 

que incluye la reorganización de las moléculas de solvente alrededor del ligando y de la proteína. 

De esta manera, el signo de AS° podría explicarse en términos de un aumento de los estados 

accesibles del sistema, cuando las moléculas de solvente se reestructuran alrededor del complejo 

Glip-HSA, respecto del sistema cuando dichas especies se encuentran aisladas. 

Finalmente, sería importante realizar una aclaración en este punto. Mediante el análisis de 

binding que se ha realizado utilizando espectroscopia de fluorescencia, se puede tener una idea 

del número de sitios donde el ligando se une en la proteína y de los valores de Kb. Sin embargo, 

no es posible identificar cuáles son dichos sitios y por lo tanto asignar cada constante a un sitio en 
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particular. Con el objeto de obtener mayor información respecto de los sitios involucrados en el 

proceso de binding Andb-HSA y completar estos estudios, se realizaron experimentos de 

acoplamiento molecular. Los resultados se muestran a continuación. 

111-1.2.2. ESTUDIO DE LA INTERACCIÓN Andb-HSA MEDIANTE ENSAYOS DE ACOPLAMIENTO MOLECULAR 

(DOCK/NG) 

Los resultados que se presentan en esta sección fueron obtenidos en colaboración con el 

grupo de la Dra. Paola Beassoni, del Departamento de Biología Molecular, Universidad Nacional 

de Río Cuarto (UNRC). 

111-1 .2.2.a. Detección de cavidades: 

En primer lugar, se identificaron las cavidades en HSA con la aplicación "icmPocketFinde( 

del programa333 ICMPro. A continuación se muestran dichas cavidades y particularmente las que 

fueron seleccionadas en este estudio: 

Sitio extra 

Sitio I 

Sitio II 

Figura 9: A: Cavidades detectadas por "Pocket Finder" de ICM en HSA (Código pdb: 2BXD), B: Identificación de los 

sitios empleados para realizar acoplamiento molecular con Gli y Glip (sitio I, sitio II y sitio extra). 

111-1 .2.2.b. Validación del método 

El método fue validado por comparación de las posiciones de los ligandos Warfarina, 

Diazepam y Azapropazona obtenidas por acoplamiento molecular en los sitios I, II y en el sitio 
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extra de HSA, respectivamente, con las posiciones de estos ligandos en las correspondientes 

estructuras cristalográficas 2BXD, 2BXF y 2BX8. Los resultados indican que Warfarina, Diazepam 

y Azapropazona se unen al sitio 1, II y al sitio extra de HSA, respectivamente. Por su parte, los 

valores hallados para la desviación de la media cuadrática (root mean square distance, rmsd) 

fueron de 1,33 Á para Warfarina, 0,86 Á para Diazepam y 1,87 Á para Azapropazona. Estos 

resultados indican que las estructuras propuestas por el método a validar, acuerdan bien con las 

estructuras de estos compuestos co-cristalizados con HSA. Este experimento previo, no solo 

ayuda a confirmar el funcionamiento del método, sino que además le otorga confiabilidad a los 

resultados. 

En la Figura 10 se muestran a modo de ejemplo, los resultados para Warfarina, En la Figura 

10A se observa la unión de este fármaco al sitio I de HSA obtenida por acoplamiento molecular; 

en la Figura 10B se muestra la superposición de las estructuras de Warfarina en el sitio Ide HSA, 

obtenida por acoplamiento molecular y co-cristalizada con la proteína. 

Figura 10: A: Ubicación de Warfarina en el sitio I de HSA empleando el método de Docking a validar. B: Estructuras 

de Warfarina en el sitio I de HSA. En blanco y rojo: Warfarina cristalográfica. En azul: Warfarina obtenida por 

acoplamiento molecular. 

III-1.2.2.c. Resultados de acoplamiento molecular para Gli-HSA 

Unión de Gli al sitio I: 

La unión Gli en el sitio 1de HSA fue evaluada realizando cálculos de acoplamiento molecular 

sobre este sitio. El mismo se encuentra localizado en el subdominio 11A de HSA (Figura 1, 

Introducción, sección 1-3.6) y está constituido por los residuos Tyr150, Glu153, Phe157, Glu188, 

Ala191, Ser192, Lys195, GIn196, Lys199, Phe211, Trp214, Ala215, Arg218, Leu219, Arg222, 

Phe223, Leu238, His242, Arg257, Leu260, Ala261, 11e264, Ser287, His288, 11e290, Ala291 y 
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Glu292. La entrada a este sitio se distingue por una densidad de carga prominente, debido a la 

influencia de residuos aminoacídicos cargados. Por su parte, la zona interna se encuentra cubierta 

de cadenas hidrocarbonadas que le otorgan un carácter hidrofóbico. 

Como se observa en la Figura 11, la molécula de Gli no se acomoda completamente en la 

cavidad de este sitio, Sin embargo, esta conformación tiene una energía de unión favorable (-81,1 

Kcal/mol). Esto puede deberse a que el ligando queda en una región que se encuentra expuesta 

al solvente, sin colisiones o impedimentos estéricos con otras cadenas laterales. Aun así, puede 

considerarse que la unión a este sitio es poco probable, ya que al no entrar la molécula de Gli 

completamente en la cavidad, no habrá una suficiente interacción proteína-ligando que mantenga 

al Andb unido en esta zona. 

Figura 11: Acoplamiento molecular localizado de Gli en el sitio I de HSA. 

Unión de Gli al sitio II: 

De igual manera que se realizó con el sitio 1, se analizó la unión de Gli inspeccionando el sitio 

II. Este se encuentra formado por los residuos Leu387, 11e388, GIn390, Asn391, Phe403, Leu407, 

Arg410, Tyr411, Lys414, Leu430, Va1433, Ala449, Leu453, Arg485 y Ser489. En este caso, el sitio 

se caracteriza por poseer un potencial electrostático positivo y carácter hidrofóbico en la zona 

interna. Los resultados indican que la molécula de Gli se acomoda bien en dicha cavidad y 

presenta una energía de unión muy favorable (-80,4 Kcal/mol), como se puede observar en la 

Figura 12. 

Se puede notar la predominancia de interacciones hidrofóbicas con el grupo 

perhidrociclopenta[c]pirrol de Gli, como también interacciones del tipo catión-ir entre el residuo 

Arg410 y el anillo bencénico del Andb con una distancia promedio de 4,3 Á. Además se pudo 
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detectar una interacción puente de hidrógeno entre el 03 del grupo urea de Gli (Figura 42, sección 

V-1, Apéndice) y el grupo oxidrilo de Ser489. 

A 

Figura 12: A: Acoplamiento molecular de Gli (representada en colores por tipo de átomo: turquesa para carbono, 

amarillo para azufre, azul para nitrógeno y rojo para oxígeno) en el sitio II de HSA. B: imagen del sitio II con Gli en su 

interior y los residuos aminoacídicos más próximos al Andb. 

Unión de Gli al sitio extra: 

También se realizaron experimentos de acoplamiento molecular analizando el sitio extra. Este 

sitio se encuentra localizado entre el subdominio IB y el IIIA de HSA (Figura 1, Introducción, 

sección 1-3.6) y es una de las cavidades más amplias de la proteína. Se encuentra constituido por 

los residuos Asp108, Asn109, Pro110, Leu112, Leu115, Va1116, Arg117, Pro118, Met123, Phe134, 

Lys137, Tyr138, Glu141, 11e142, Arg145, His146, Pro147, Tyr148, Phe149, Tyr161, Leu182, 

Leu185, Arg186, Asp187, Gly189, Lys190, Ala191, 5er193, Ala194, Arg197, Glu425, Asn429, 

Lys432, Tyr452, Va1456, G1n459, Va1462 y Leu463. La mayoría de ellos le otorgan a este sitio una 

densidad de carga positiva y carácter hidrofóbico. 

En este caso, se obtuvieron dos posibles conformaciones. La conformación de energía más 

favorable (-94,3 Kcal/mol, Figura 13 A) se encuentra estabilizada por puentes de hidrógeno que 

se forman entre el grupo sulfonil y el grupo amino de Lys190, y entre 03 y N1 del grupo urea de 

Gli (Figura 42, sección V-1, Apéndice) y los grupos amino de Glu425, GIn459, Asn429. Además, 

se observaron interacciones del tipo u-ir entre His416 y el anillo bencénico de Gli. 
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A 

Figura 13: Acoplamiento molecular de Gli en el sitio extra: la mejor conformación se muestra en Ay una conformación 

alternativa se muestra en B. Gli se representa coloreada por tipo de átomo y el sitio de binding está representado por 

superficies sólidos y transparentes. En los paneles inferiores se observan los residuos aminoacídicos más próximos 

al Andb. 

Por otro lado, se obtuvo una segunda conformación con una energía favorable de -86,5 

Kcal/mol (Figura 13 B). En este caso, las interacciones que estabilizan al confórmero son puentes 

de hidrógeno entre el 03 y N1 del grupo urea de Gli (Figura 42, sección V-1, Apéndice) con el 

residuo Lys190, como también interacciones hidrofóbicas alrededor del anillo bencénico del Andb. 

En la Figura 14 se muestran en colores por tipo de átomo y superpuestos los ligandos co-

cristalizados que se unen a este sitio, y en rojo, la conformación de Gli seleccionada. 
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Figura 14: Superposición de ligandos co-cristalizados (Azapropazona e lndometacina) que se unen al sitio extra en 

colores por tipo de átomo y en rojo Gli: A: en la conformación de la Figura 13 A. B: en la conformación alternativa de 

la Figura 13 B. 

Si bien ambas conformaciones presentan energías similares, la superposición que tiene la 

conformación B (-86,5 Kcal/mol) con los ligandos Azapropazona e lndometacina cuya interacción 

ha sido determinada experimentalmente (ligandos co-cristalizados en estructuras cristalinas 

2BXQ, 2BXM, 2BX8 y 2BXI) permite suponer que esta conformación es la esperable para Gli. 

Pruebas de acoplamiento molecular ciego para Gli 

En los experimentos de acoplamiento molecular ciego se exploran todas las regiones de la 

proteína sin acotar el estudio a una zona particular. Cuando se realiza este análisis en HSA con 

Gli, se observa que este Andb se une en el sitio extra, pudiendo asumir dos conformaciones 

posibles (Figura 15 Ay B). Estas conformaciones no solo son muy similares a las que se obtienen 

para Gli cuando solo se analiza el sitio extra sino que además poseen también energías de unión 

muy similares (-94,6 Kcal /mol y -94 Kcal /mol). Este resultado era previsible considerando que el 

sitio extra es mucho mayor que el resto de los sitios. 

A 

Figura 15: Acoplamiento molecular ciego de Gli en el sitio extra de HSA. A y B: Conformaciones posibles de Gli 

cuando se une al sitio extra. Las estructuras en colores por tipo de átomo corresponden a ligandos co-cristalizados 

(Azapropazona e Indometacina) en este sitio de HSA. 
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III-1.2.2.d. Resultados de acoplamiento molecular para Glip-HSA 

Unión de Glip al sitio 1: 

La unión de Glip se estudió de igual manera a lo descrito para Gli, y los resultados fueron 

similares. Como se observa en la Figura 16, Glip no se acomoda completamente en este sitio, 

aunque presenta una energía de unión favorable (-113,5 Kcal/mol). A pesar de ello, se puede 

observar que la mayor parte de la molécula queda expuesta fuera del sitio, de manera que las 

interacciones Glip-HSA que se pueden establecer no serán suficientes para mantener unido al 

Andb en este sitio. 

Figura 16: Acoplamiento molecular de Glip mapeando el sitio I de HSA. 

Unión de Clip en el sitio 11: 

Los resultados de acoplamiento molecular mapeando el sitio II indican que al igual que Gli, 

Glip se localiza bien en la cavidad de este sitio, presentando una energía de unión favorable (-

101,04 Kcal/mol). En este caso, se establecen interacciones hidrofóbicas con el grupo 

metilpirazida de Glip. 

A 

Figura 17: A: Acoplamiento molecular de Glip (representada en colores por tipo de átomo) en el sitio II de HSA. B: 

imagen del sitio II con Glip en su interior y los residuos aminoacídicos más próximos al Andb. 
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Unión de Glip en el sitio extra: 

Analizando este sitio, se puede observar que Glip logra tomar una buena localización en esta 

cavidad, asumiendo dos conformaciones posibles. Tal como se observó con Gli, las energías de 

unión fueron muy similares y favorables: -122,0 Kcal /mol y -120,4 kcal/mol, respectivamente 

(Figura 18 Ay B). El primer confórmero se estabiliza por interacciones puente de hidrógeno entre 

el 01 y N2 del grupo urea, N5 del grupo metilpirazida de Glip (Figura 42, sección V-1, Apéndice) 

con los residuos Lys190, Arg145 y Tyr138. También se pudo detectar una interacción tipo catión-

u a una distancia promedio de 3,7 Á entre el anillo aromático de Glip y el grupo amino del residuo 

Lys190. En el caso del segundo confórmero, se observan cuatro puentes de hidrógeno entre el 01 

del grupo urea, 03 del grupo sulfonil, N3 y 04 del conector amido de Glip (Figura 42, sección V-1, 

Apéndice) con los residuos Tyr161, Arg117, Arg186 e His146, y una interacción catión-u a una 

distancia promedio de 4,1 Á entre el anillo metilpirazida de Glip y el residuo Lys190. 

A 

Figura 18: Acoplamiento molecular de Glip en el sitio extra: la mejor conformación se muestra en A y una 

conformación alternativa se muestra en B. Glip se representa coloreada por tipo de átomo y el sitio de binding está 

representado por superficies sólidas y transparentes. Los paneles inferiores muestran los residuos aminoacídicos más 

cercanos al Andb en cada conformación. 
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En la Figura 19 se observan en colores por tipo de átomo, superpuestos los ligandos co-

cristalizados (lndometacina y Azapropazona) que se unen a este sitio y en rojo, la conformación 

de Glip seleccionada. 

A 8 

lo, 

1 

Figura 19: Superposición de ligandos co-cristalizados (Azapropazona e Indometacina) que se unen al sitio extra (en 

colores por tipo de átomo) y Glip (en rojo); A: cuando Glip se encuentra en la conformación de la Figura 18A y B: 

cuando Glip se encuentra en la conformación alternativa de la Figura 188. 

Pruebas de acoplamiento molecular ciego para Glip: 

Cuando se analiza la unión de Glip a HSA realizando acoplamiento molecular ciego, se 

observa que el Andb se une al sitio extra, asumiendo dos conformaciones posibles (Figura 20 A y 

B) con energías favorables (-121,7 Kcal/mol y -111 Kcal/mol, respectivamente). También en este 

caso, estas conformaciones son similares a las que Glip puede tomar en el caso de los resultados 

de acoplamiento molecular explorando el sitio extra. 

A 13 

Figura 20: Acoplamiento molecular ciego de Glip en el sitio extra de HSA. A y B: Conformaciones posibles de Glip 

cuando se une al sitio extra. Las estructuras en colores por tipo de átomo corresponden a ligandos co-cristalizados 

(Azapropazona e lndometacina) en este sitio de HSA, 
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En resumen, los resultados de acoplamiento molecular sugieren la asociación de dos 

moléculas de Gli o Clip a HSA, una en el sitio II y otra en el sitio extra. Este último comprende una 

gran cavidad ubicada en el dominio I de HSA, entre los dominios I y III (Figura 1, Introducción, 

sección 1-3.6). Este sitio ha sido descripto por otros autores como un sitio preferencial para varios 

fármacos, ya que existen indicios (sugeridos por estos mismos autores) de que los factores 

estéricos juegan un rol muy importante en el transporte de drogas por HSA.334

Finalmente, es importante destacar que existen varios fármacos que, al igual que Gli o Clip, 

pueden interaccionar con HSA uniéndose en dos sitios, como lo son Azapropazona o Indometacina 

que se unen a los sitios I y extra de HSA, o Ibuprofeno que se une a los sitios I y II de HSA. 
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111-1.3. CONCLUSIONES 

• Los experimentos de quenching de fluorescencia indican que ambos Andb son capaces de 

desactivar la emisión de fluorescencia de HSA, mediante la formación de un complejo no 

fluorescente en estado fundamental. 

• El análisis clásico de Stem-Volmer para Gli-HSA y Glip-HSA presenta una curvatura hacia el 

eje de las abscisas, que puede explicarse mediante la posibilidad de que los Andb no 

desactiven completamente la emisión de HSA y/o a la existencia de diferentes tipos de sitios 

de interacción en la proteína. 

• Las isotermas de binding pudieron ser ajustadas suponiendo dos sitios de interacción en HSA, 

y los valores de las constantes (Kb) obtenidos fueron del orden de 104-105 M-1. Estas 

constantes no presentan una dependencia con las temperaturas ensayadas para el caso de 

Gli, mientras que para Clip se observó una disminución en Kb con el aumento de la 

temperatura. 

• Los parámetros termodinámicos obtenidos para la interacción Glip-HSA indican que el proceso 

de asociación es espontáneo, exotérmico y que va acompañado de un aumento en la entropía 

del sistema. A partir de los valores de AH° y AS° se puede inferir que la asociación ocurre 

principalmente mediante puentes de hidrogeno y/o interacciones hidrofóbicas. 

• Los estudios de la interacción Andb-HSA por acoplamiento molecular, indican que tanto Gli 

como Clip se asocian a los sitios II y extra de HSA. Estos estudios sugieren la formación de 

puentes de hidrogeno, interacciones de tipo catión-n- e interacciones hidrofóbicas entre los 

ligandos y los sitios de binding. 
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111-2: ESTUDIO DEL PROCESO DE FOTOOXIDAC1ÓN 

SENSIBILIZADA DE LOS SISTEMAS Andb, HSA Y Andb-HSA 
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111-2.1. FOTOOXIDACIÓN SENSIBILIZADA POR Rf 

Dos aspectos relevantes indican la importancia del análisis de los procesos de 

fotodegradación sensibilizada por Rf de los Andb en estudio. Uno de estos aspectos es la 

potencialidad que Rf ha demostrado como fotosensibilizador a través de reacciones que involucran 

tanto la participación de radicales libres, incluyendo algunas EROs como OH', o H202 (mecanismo 

Tipo I), o la formación de 02(1Ag) y 02-, (mecanismo Tipo II). El otro aspecto consiste en el hecho 

de que Rf como constituyente del grupo vitamínico B2, ha sido postulada como un sensibilizador 

natural viable en los procesos de fotodegradación in vivo de una gran variedad de sustratos 

presentes en diferentes organismos, o consumidos externamente por éstos.295

Para investigar los procesos de fotodegradación de Gil y Clip en presencia de Rf, se realizaron 

en primer lugar, experimentos de fotoirradiación estacionaria de soluciones del sensibilizador y los 

Andb, y se determinaron los espectros UV-Visible de dichos sistemas en función del tiempo de 

irradiación. 
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Figura 21: Espectros de absorción en función del tiempo de irradiación aeróbica del sistema A: Gli 1x10-4 M. B: Glip 

lx10-4 M. Los espectros de ambos Andb fueron determinados vs. el solvente: Rf (A445nm-0,5)/solución reguladora de 

pH 7,4+CH3OH (2%). 

Como se observa en la Figura 21, la irradiación estacionaria con luz visible del sistema Andb/ 

Rf (A445nm-0,5)/solución reguladora pH 7,4+ CH3OH (2%) en condiciones aeróbicas produce 

modificaciones en los espectros de absorción de la mezcla, tanto en la zona típica de absorción 

de los Andb como de Rf. Estos resultados pueden ser interpretados en términos de posibles 

transformaciones químicas que afectan a ambas especies. 
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También se realizaron experimentos de irradiación estacionaria anaeróbica (solución saturada 

con argón) de Rf en ausencia y en presencia de los Andb para evaluar las modificaciones en los 

espectros absorción del sensibilizador en función del tiempo de irradiación. 
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Figura 22: Espectros de absorción del Rf (en solución reguladora de pH 7,4+ CH3OH 10%) sin irradiar e irradiada 7 

minutos, en ausencia yen presencia de Gli 5x10-4 M. Estas determinaciones se realizaron en solución saturada con 

argón. 

En la Figura 22 se puede observar una clara disminución en la banda de absorción de Rf (a 

445 nm) cuando la muestra es irradiada en condiciones anaeróbicas. Esta disminución se atribuye 

a la fotodegradación del sensibilizador, que en ausencia de oxígeno se sabe295que procede desde 

el estado electrónicamente excitado triplete de Rf (3Rf). Sin embargo, se puede notar que la 

velocidad de fotodegradación es menor en presencia de Gli que en ausencia de la misma. Un 

comportamiento similar fue observado cuando se utiliza Glip. 

Estos últimos resultados y las modificaciones en los espectros de absorción de los sistemas 

Rf/Andb bajo irradiación aeróbica, son fuertes evidencias de posibles interacciones de los estados 

excitados del sensibilizador con los Andb. Además, las modificaciones observadas en los 

espectros de absorción en la zona típica de los Andb (Figura 21) podrían indicar la participación 

de EROs producidas como consecuencia de la irradiación aeróbica de Rf, en la fotodegradación 

de los Andb. 

Para profundizar en estas hipótesis, se investigaron las posibles interacciones de los estados 

singlete y triplete electrónicamente excitados de Rf con los Andb y se evaluó la participación de 
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EROs en la fotodegradación de los Andb. Los resultados de estos experimentos se muestran en 

las siguientes secciones. 

111-2.1.1. INTERACCIÓN DE LOS Andb CON LOS ESTADOS ELECTRÓNICAMENTE EXCITADOS DE Rf 

III-2.1.1.a. Interacción de los Andb con el estado singlete electrónicamente excitado de Rf 

(1Rn 

La evaluación de la interacción del estado iRr (proceso [3] del Esquema 14) con los Andb, 

se realizó mediante experimentos de desactivación de fluorescencia de Rf (fluorescencia 

estacionaria) y por determinación de tiempos de vida del estado 1Rf* (fluorescencia resuelta en el 

tiempo). Cabe aclarar que en la preparación de soluciones stock de Andb en estos casos, se utilizó 

10% de CH3OH como co-solvente. En la Figura 23 y en la Tabla 5 se muestran los resultados 

obtenidos. 
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Figura 23: A: Principal: Gráfico de Stem-Volmer para la desactivación de TV' (fluorescencia estacionaria) por Gli 

Inserto: Gráfico de Stem-Volmer para la desactivación de 1Rf (fluorescencia estacionaria) por Glip. B: Gráfico de 

Stem-Volmer para la desactivación del 1Rf* (fluorescencia resuelta en el tiempo) por Gli y Glip. 445nm; X.em=

520nm. [Rf] = 0,02 mM en solución reguladora de pH 7,4/CH3OH (10%). 
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Tabla 5: Constantes de velocidad de desactivación del Rf* (11<q) y 3Rr (3kg) por Gli y Glip en solución reguladora de 

pH 7,4/CH3OH (10%). TolRf* = 5 ns. NQ: no se observó quenching. 

Compuesto 'kg x10-8 (M-18-1 3kg x10-8 (Kiwi) 

GII 20 9,9 

Gil NQ 4,0 

Los resultados indican una interacción entre Gli y 1Rf*. Los valores de licq determinados para 

la interacción Gli-lRf* mediante fluorescencia estacionaria y resuelta en el tiempo fueron similares, 

dentro de un 10% de error. Sin embargo, podría afirmarse que dicha interacción resulta 

despreciable en las condiciones experimentales de trabajo ([Gli]-10-4 M). Por su parte, Glip parece 

no interaccionar con ,Rf* en el intervalo de concentraciones ensayadas. Este comportamiento 

pudo ser observado tanto por fluorescencia estacionaria como resuelta en el tiempo. Figura 23 (A 

y B). 

III-2.1.1.b. Interacción de los Andb con el estado triplete electrónicamente excitado de Rf 

(3Rn 
La interacción de 3Rf* con Andb se evaluó mediante la técnica LFF (Materiales y Métodos, 

sección 11-2.5). Los gráficos de Stem-Volmer para la desactivación del 3Rf* se muestran a 

continuación y los valores de 3kg se presentan en la Tabla 5. 
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Figura 24: Gráfico de Stem-Volmer para la desactivación de 3Rf* por Gli y Glip —exc= 355nm [Rf] = 0,02 mM en 

solución reguladora de pH 7,4/CH3OH (10%) saturada con argón 
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Con el objetivo de analizar la naturaleza de la interacción que existe entre 3Rf* y los Andb, 

se determinaron los espectros de especies transitorias de Rf (0,02 mM) en ausencia y en presencia 

de Gli y Glip (5x10-4 M) en solución reguladora a pH 7,4 /CH3OH (10%), saturada con argón. 
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Figura 25: Espectro de especies transitorias de: A: Principal: Rf 0,02 mM (negro) tomados a 2 jis después del pulso 

láser y Rf 0,02 mM + Gli 5x10-4M (azul), tomado a 20 pis después del pulso láser en solución reguladora de pH 

7,4/CH3OH (10%), saturada con argón. Inserto: Espectros de especies transitorias de Rf 0,02 mM (negro) y 0,02 mM 

Rf+ Gli 5x10-4M (azúl), tomados a 2 pis y a 20 1..is después del pulso láser, respectivamente, normalizados a 670nm. 

B: Principal: Espectro de especies transitorias de Rf 0,02 mM (negro) tomados a 2 jis después del pulso láser y Rf 

0,02 mM + Glip 5x10-4 M (rojo), tomado a 20µ5 después del pulso láser, en solución reguladora de pH 7,4/ CH3OH 

(10%), saturada con argón. Inserto: Espectros de especies transitorias de Rf 0,02 mM (negro) y Rf 0,02 mM + Glip 

5x10-4M (rojo), tomados a 2s y a 20s después del pulso láser, respectivamente, normalizados a 670nm. 

Los espectros de especies transitorias de Rf tomados en ausencia de los Andb, 21.1s después 

del puso laser concuerdan bien con los espectros ya publicados335 para las especies 3Rf*. 

En idénticas condiciones, y en presencia de Gli 5x10-4 M (25 A) el espectro de absorción de 

especies transitorias (tomado 20 pis después del puso láser) presenta una disminución en la zona 

comprendida entre 600 y 750 nm. Un comportamiento similar puede observarse en el espectro de 

Rf en presencia de Glip 5x10-4 M tomado a 20 pis después del puso láser. (Figura 25 B). Cuando 

se comparan los espectros de especies transitorias de Rf en ausencia (tomado a 2 pis después 

del puso laser) y en presencia de A: Gli y B: Glip (tomados 20 pis después del pulso láser y 

normalizados a 670 nm, en los insertos de la Figura 25 A y B), se puede observar la aparición de 

una banda en la zona entre 500 y 600 nm, que puede ser asignada a la absorción del radical neutro 
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de Rf (Rf- ), tal como ha sido reportado por otros investigadores.335 A pH 7,4 y en presencia de 

oxígeno, la especie Rf- • puede protonarse e iniciar una cascada de procesos produciendo 

diferentes EROs, que en pasos subsiguientes pueden reaccionar con Andb (procesos [16-14], 

Esquema 14). 

111-2.1.2. FOTOOXIDACIÓN ESTACIONARIA: EVALUACIÓN DE LA PARTICIPACIÓN DE EROs 

Para evaluar la participación de EROs en la fotooxidación de Gli y Glip sensibilizada por Rf, 

se realizaron experimentos de consumo de oxígeno en ausencia y en presencia de inhibidores 

específicos para EROs (Materiales y Métodos, sección 11-3.6.3): SOD para 02 -, CAT para H202 y 

NaN3 para 02(1ág) (Figura 26). Los resultados fueron analizados a partir del conjunto de reacciones 

que se muestra en el siguiente esquema: 

2 02*- + 211` + SOD 02 (3;1 + H20 2 [1] —> 

H202 + CAT 02 (31g-) + 2H20 [2] —> 
NaN3

02(%) 02 (3;) [31 —> 

Esquema 20: Reacciones de ERO con inhibidores específicos. 

• Gli 

• Gli+NaN, 

• Gli +CAT 

• Gli +SOD 
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Tiempo (s) 
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465 • *".••,1<kiva., ~Ov o

• Ast. #41 

• Glip 
• Glip + NaNI 

• Glip + CAT • 

Glip+SOD 

-O 4 400 ' 100 200 300 400 
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-0.3 

Figura 26: Consumo de oxígeno por: A: Gli (5x10-4 M) y B: Glip (2x10-4 M) bajo irradiación sensibilizada por Rf en 

presencia de inhibidores específicos de EROs: NaN3 (5x10-3 M), SOD y CAT (1mg/100m1). Las soluciones fueron 

preparadas en solución reguladora de pH 7,4/CH3OH (10%), en presencia de Rf (A445,m = 0,5). 

La interpretación de estos resultados se pudo realizar a partir de la determinación de las 

velocidades relativas de consumo de oxígeno en cada caso (Tabla 6). Las mismas fueron 
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calculadas como el cociente entre la velocidad inicial de consumo de oxígeno en presencia del 

inhibidor específico y la velocidad inicial de consumo de oxígeno en ausencia del inhibidor, las 

cuales fueron obtenidas a partir de las pendientes iniciales de los gráficos de la Figura 26 (A y B). 

Tabla 6: Velocidades relativas de consumo de oxígeno (y ) del sistema Andb/Rf/solución reguladora de pH 7,4/ CH3OH 

(10%) en ausencia y presencia de inhibidores específicos NaN3 (5x10-3 M), SOD y CAT (1 mg/100mL). 

Compuesto vr Compuesto Vr 

Gil 1,0±0,1 Glip 1,0±0,1 

Gil + SOD 1,6±0,1 Gep + SOD 1,00,1 

Gli + CAT 1,1±0,1 ONp 4. CAT 0,94±0,09 

GN + tia% 0,10±0.01 Glip + Nal 0,490,05 

Como puede observarse en la Tabla 6, la velocidad relativa de consumo de oxígeno de ambos 

Andb disminuye claramente en presencia de NaN3, indicando de esta manera la participación de 

02(1,ág) en la fotooxidación sensibilizada por Rf de estos compuestos. Por otro lado, la velocidad 

de consumo de oxígeno de Gli aumenta en presencia de SOD. Este aumento podría explicarse 

considerando las siguientes reacciones: 

Rf- + 02(34 ) 02 - + Rf (proceso [20] del Esquema 14) 

2 02 + 2 El+ + SOD 02(34-) + H202 (proceso [1] del Esquema 20) 

En la reacción catalizada por SOD se necesitan dos moléculas de 02-, las que se habrán 

formado a partir de dos moléculas de 02(34-). Sin embargo, esta reacción con SOD produce una 

sola molécula de 02(34-). El balance neto de oxígeno puesto en juego permite inferir que ésta 

podría ser la razón del aumento de velocidad relativa de consumo de oxígeno en presencia de 

SOD. 

En presencia de CAT, prácticamente no se observa un efecto en la velocidad de consumo de 

oxígeno por Gli, lo cual indica que la especie H202 no es reactiva frente a este Andb. 

En el caso de Glip, no se observó efecto en la velocidad de consumo de oxígeno en presencia 

de SOD y CAT (dentro del 10% de error), indicando que 02- y H202, respectivamente, no 

participan de manera reactiva en el proceso de fotooxidación de Glip. 
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Los resultados sugieren que la degradación de Andb sensibilizada por Rf puede ocurrir a 

través de la combinación de mecanismos Tipo 1 y Tipo 11. El predominio de uno u otro dependerá 

de la competencia entre oxígeno (proceso [7], Esquema 14) y Andb (proceso [8], Esquema 14) por 

el estado 3Rf* En este sentido, se puede realizar el siguiente análisis cinético. Se sabe que la kET 

del proceso [7] (Esquema 14) en agua es aproximadamente 1/9 del valor de la constante difusional, 

es decir, 7x108 M-1 s 1 y la 31(q del proceso [8] (Esquema 14) de interacción de los Andb con 3Rf* 

fue de 7x108 M 1 s 1 (en promedio para Gli y Glip).338 Considerando por un lado estos valores 

de constantes de velocidad y por otro, las condiciones experimentales de trabajo337 ([02(3Eg-)] = 

2x10-4 M y [Andb]= 5x10-4 M), podría decirse que la velocidad de generación de 02s- (proceso [8], 

Esquema 14) es solo 2,5 veces mayor que la velocidad de formación de O2(l ) (proceso [7], 

Esquema 14). En consecuencia, ambos procesos podrían ser competitivos. Es decir, la 

fotoirradiación de Rf con luz visible, es capaz de generar además de 02(l ), en presencia de los 

Andb estudiados, diversas ER0s. A su vez, los resultados muestran que dichas EROs son 

reactivas frente a estos Andb, lo cual podría comprometer la eficacia clínica de estos fármacos en 

un escenario típico de estrés oxidativo asociado a la diabetes. 

111-2.2. FOTOOXIDACIÓN SENSIBILIZADA POR PN 

La participación de la especie 02(1b,g) en la fotodegradación sensibilizada por Rf de Gli y Glip 

pudo evidenciarse en los resultados que fueron presentados anteriormente (Resultados, sección 

111-2.1.2). Por este motivo, se decidió profundizar en los procesos de fotooxidación de los sistemas 

Andb, HSA y Andb-HSA mediados por 02( Ag). Para ello, se realizaron experimentos de 

fotooxidación en presencia de un sensibilizador generador exclusivo de dicha especie. 

Los resultados que se presentan en esta sección, serán evaluados en términos de los 

procesos que se muestran en el Esquema 14 

Tal como se describió anteriormente, los sistemas a estudiar están formados por Gli, Glip, 

HSA y Andb-HSA. En este último caso, como ya se comentó, la selección de un sensibilizador 

debe tener ciertas consideraciones respecto de la posible interacción proteína-sensibilizador y las 

posibles modificaciones en sus propiedades físico y fotoquímicas producidas por la interacción.301

Un posible generador típico de O2( g) es el sensibilizador Pennaftenona (PN). PN se 

solubiliza en una gran variedad de solventes, y su rendimiento cuántico de generación de 02(1b,g) 

es cercano a la unidad en la mayoría de ellos.338 Teniendo en cuenta lo expuesto anteriormente, 
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se evaluó la posible interacción de PN con HSA como paso preliminar a ser utilizado en los 

estudios de fotooxidación mediada por 02(1Ag) 

111-2.2.1. ESTUDIO DE LA INTERACCIÓN DE LOS ESTADOS ELECTRÓNICAMENTE EXCITADOS DE PN CON HSA 

La excitación del sensibilizador PN comienza con la formación del estado singlete 

electrónicamente excitado (1PN*), seguido de la formación del estado triplete electrónicamente 

excitado de PN (3PN*) (proceso [1] del Esquema 14), con un rendimiento cuántico de 

entrecruzamiento de sistemas cercano a la unidad (en una gran variedad de solventes) y una 

constante de velocidad339 del orden de 108 s- De esta manera, la posibilidad de interacción de 

HSA con 1PN* podría considerarse irrelevante, bajo las condiciones experimentales utilizadas en 

este trabajo de tesis ([HSA] - 10-5 M) 

Los estudios de interacción de 3PN* con HSA fueron realizados mediante la técnica de LFF 

(Materiales y Métodos, sección 11-2.5). La constante de desactivación de 3PN* por HSA (31<q) fue 

determinada mediante un tratamiento de Stem-Volmer Los resultados se muestran a 

continuación: 

0.10 
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••• •• 
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0.04 

0 0 5.0x10-5 1.0x104

[HSA] 

Figura 27: Gráfico de Stern-Volmer para la desactivación del estado triplete electrónicamente excitado de PN por 

HSA en solución reguladora de pH 7,4. 

La 3kci obtenida es 5,4x108 M s 1 Teniendo en cuenta los procesos expuestos en el Esquema 

14, se realizó un análisis cinético con el fin de comparar las velocidades de los procesos [7] y [8]. 

Para ello se consideraron los siguientes valores: una constante de velocidad de transferencia de 

energía (kET) de 7x107 M-1s-1 en medios acuoso (proceso [7]), el valor determinado anteriormente 

para 31(q de 5x108 M-1s-1 (proceso [8]), una concentración de oxígeno disuelto de 1x10-4 M y una 
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concentración de HSA de 1x10-5 M. En estas condiciones experimentales, el análisis cinético indica 

que el proceso de generación de 02(1ág) es casi tres veces más efectivo que el proceso de 

desactivación del 3PN* por HSA. Por esta razón, en todos los experimentos se utilizó una 

concentración de HSA del orden de 1x10-5 M, de manera que se favorezca la interacción 3PN*-

02(3Z,g-) (processo [7]) frente a 3PN*-HSA (proceso [8]). 

Por otra parte, se pudo comprobar que la amplitud de la señal de 02(1Ag) no presenta una 

modificación considerable (<5%) en presencia de HSA 1x10-5 M. De esta manera, se puede inferir 

que el rendimiento cuántico de generación de 02(1Ag) no se modifica en presencia de dicha 

concentración de HSA. 

111-2.2.2. DETERMINACIÓN DE LAS VELOCIDADES RELATIVAS DE CONSUMO DE OXÍGENO DE LOS SISTEMAS 

Andb Y Andb-HSA 

La irradiación estacionaria a X> 320 nm de los sistemas Gli (5x10-4 M), Glip (2x10-4 M), HSA 

(1x10-5 M), Gli-HSA (5x10-4 M: 1x10-5 M) y Glip-HSA (2x10-4 M: 4x10-6 M) en solución reguladora 

de pH 7,4 (CH3OH10%), PN (A365 nm —0,5) produjo consumo de oxígeno, el cual fue detectado a 

través del electrodo específico de oxígeno (Materiales y Métodos, sección 11-2.4). Los resultados 

se muestran en la Figura 28. 
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Figura 28: Consumo de oxígeno por los sistemas: A: Gli (5x10-4 M), HSA (1x10-5 M) y Gli-HSA (5x10-4 M-1x10-5 M) y 

B: Glip (2x10-4 M), HSA (1x10-5 M) y Glip-HSA (2x10-4 M-4x10 6 M) en solución reguladora de pH 7,4/CH3OH (10%), 

PN (A365 nm —0,5) bajo irradiación estacionaria. 
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Las velocidades relativas de consumo de oxígeno (vr) fueron determinadas a partir de las 

pendientes iniciales de los gráficos de AO2 vs. tiempo de irradiación (Figura 28 A y B), y fueron 

calculadas como el cociente entre la velocidad de consumo del sistema dado y la velocidad de 

consumo de HSA. Los resultados se presentan en la siguiente tabla: 

Tabla 7: Velocidades relativas de consumo de oxígeno (vr) y constante de velocidad de desactivación total (kt) de 

02 g) por los sistemas Gli (5x10-4 M), HSA (1x10-5 M), Gli-HSA (5x10-4 M-1x10-5 M), Glip (2x10-4 M) y Glip-HSA 

(2x10-4 M-4x10-6 M) en solución reguladora de pH 7,4/CH3OH (10%), PN (A365 nm —0,5). Los valores de kt fueron 

obtenidos en solución reguladora de pD 7,4/CD3OD (10%), PN (A355 nm —0,3). 

Sistema Yr kt x10-9M-1s1 

Gli 1.9 2.2 

Gli-HSA 2.6 4.5 

Glip 0.2 1.2 

Glip-HSA 0.7 4.7 

HSA 1.0 80 

A partir de los valores de vr de la Tabla 7, se puede observar que tanto Gli como el sistema 

Gli-HSA presentan mayor reactividad que la proteína libre. En el caso del sistema Gli-HSA, este 

incremento puede ser interpretado como la contribución prácticamente aditiva de cada una de las 

especies. 

Por su parte, la reactividad de los sistemas Glip y Glip-HSA resulta ser menor que HSA. Este 

resultado podría entenderse como un efecto de autoprotección del sistema como un todo frente a 

la fotodegradación, respecto de la proteína. A su vez, se puede observar que, relativo al consumo 

de HSA, Gli presenta una mayor reactividad frente a 02(1,1g) que Glip. 

111-2.2.3. DETERMINACIÓN DE LAS CONSTANTES DE VELOCIDAD DE DESACTIVACIÓN TOTAL DE 02(1AG) (kt) 

La constante de velocidad de desactivación total de 02(1ág), kt (kg+ kr, procesos [10] y [11] del 

esquema 14, respectivamente) fue determinada mediante la técnica TRPD (Materiales y Métodos, 

sección 11-2.6) para los sistemas Gli, Gli-HSA, Glip y Glip-HSA. Los gráficos del análisis cásico de 

Stem-Volmer se presentan en la Figura 29. Los valores de kt, obtenidos a partir de las pendientes 

de dichos gráficos, se muestran en la Tabla 7. Como puede observarse, el valor de kt de HSA 

indica que la proteína es un desactivador de 02(1,1g) más efectivo que los Andb estudiados. Esto 
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4.0x10-4

probablemente se deba a la gran cantidad de aminoácidos fotooxidables (18 Tyr, 1 Trp, 16 His, 6 

Met y 35 Cys)340 que conforman la estructura primaria de HSA. Es sabido que la fotooxidación de 

proteínas es producto de la contribución de los diferentes aminoácidos que constituyen "blancos" 

de ataque frente a 02(1Ag).1" 
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Figura 29: Gráficos de Stern-Volmer para la desactivación total de 02(1Ag) por: A: HSA, B: Gli, C: Glip, D: Gli-HSA y 

E: Glip-HSA en solución reguladora de pD 7,4/CD3OD (10%). En los sistemas que contienen la proteína, la 

concentración de la misma fue constante e igual a 1x10-5 M. 
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Comparando los valores de kt de HSA y de Gli-HSA podría decirse que la unión de Gli a la 

proteína genera un efecto protector del sistema como un todo. En este punto, resulta interesante 

analizar estos resultados a la luz de los valores obtenidos de las velocidades relativas de consumo 

de oxígeno (ve) que se encuentran expuestos en la Tabla 7. Suponiendo que la componente 

reactiva fuera la única contribuyente a la desactivación total (kr >> kq) para el sistema Gli-HSA, 

sería esperable que el valor de kt de este sistema tuviese un valor igual a la suma de las 

contribuciones individuales de cada una de las especies, tal como fue observado para ve. Sin 

embargo, el valor de kt para el sistema Gli-HSA es menor a la suma de dichas contribuciones. De 

esta manera, esta disminución podría atribuirse a un efecto adicional proveniente de la unión del 

Andb a HSA. En este sentido, como fue comentado en la introducción, la fotooxidación de 

proteínas involucra la participación de los aminoácidos Cys, Met, His, Trp y Tyr.171 Más 

específicamente, se conoce que los residuos de tirosina son desactivadores físicos muy efectivos 

de 02(1,1g) en condiciones de pH neutro. En este contexto resulta oportuno tener en cuenta los 

resultados de acoplamiento molecular. Los mismos sugirieron que tanto Gli como Glip se unen a 

los sitios II y extra, sitios en los que participan directa o indirectamente varios residuos de tirosina. 

Como puede observarse en las Figuras 12 B y 17 B se puede notar la presencia del residuo de 

tirosina 411 (Tyr411) en el sitio II de HSA. De igual manera, cuando Gli se une al sitio extra se 

puede observar la participación de Tyr 452, en una conformación (Figura 13 A), y Tyr138 en la otra 

(Figura 13 B). Por su parte, cuando Glip se une al sitio extra, se puede observar que los residuos 

Tyr161 (primera conformación propuesta, Figura 18 A) y Tyr138 (segunda conformación 

propuesta, Figura 18 B) se encuentran ubicados en el sitio de unión. De esta manera, la 

disminución resultante en los valores de kt para los sistemas Andb-HSA, comparado a los valores 

de HSA libre, podría ser atribuida a una reducción en la disponibilidad de estos residuos de tirosina 

que podrían desactivar físicamente a 02(1 g). 

111-2.2.4. ESTUDIO DE LOS PRODUCTOS DE FOTOOXIDACIÓN DE Andb MEDIADA POR owag) 
Como fue demostrado en los resultados anteriormente presentados, la participación de 

02(1L,g) en la fotooxidación de Gli y Glip pudo evidenciarse tanto en los procesos sensibilizados 

por Rf, como en los procesos sensibilizados por PN. En este último caso, fue posible cuantificar la 

constante de velocidad de desactivación total de dicha especie (kt) y determinar las velocidades 

relativas de consumo de oxígeno por los Andb, HSA y los sistemas Andb-HSA. 
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Para completar estos estudios, se decidió analizar los productos de fotooxidación de Gli 

mediada por 02(1b,g), tomando a Gli como compuesto representante de la familia de Andb orales 

de segunda generación. Estos análisis fueron realizados mediante la técnica HPLC-Masa. A través 

de dicha técnica es posible proponer las estructuras de los productos de fotooxidación de Gli 

mediada por 02(1ág). Estos estudios fueron realizados en colaboración con el grupo de 

investigación de la Dra. Patricia Allegretti, docente e investigadora del Departamento de Química 

de la Universidad Nacional de la Plata. 

Las muestras analizadas corresponden a soluciones de Gli (5x10-4 M), PN (A365 nm —0,5)/ 

solución reguladora de pH 7,4/ CH3OH (10%) tomadas sin irradiación, a 60 minutos ya 90 minutos 

de irradiación. Los resultados se muestran a continuación: 

III-2.2.4.a. Análisis de la muestra sin irradiar 

El objetivo de analizar la muestra sin irradiar, consiste en la identificación de los picos 

cromatográficos característicos de los compuestos presentes en la solución antes de que ocurra 

la fotodegradación. Los resultados indican la aparición de un pico característico a un tiempo de 

retención de 11,9 minutos. Mediante el análisis del espectro de masa de este pico, se obtienen los 

siguientes resultados: 

(M+H)+ = 324 urna. Este pico corresponde a la estructura de Gli (cuyo peso molecular es 

323,4), que se encuentra protonado en el N unido al ciclo, como se muestra en la siguiente figura: 

0 O 

H3C \\S'  HN-Nag 

IIN-C( \

Figura 30: Estructura química de Gli. PM: 323,4. Compuesto detectado en la muestra sin irradiar. 

(M+K)+ = 362 uma. Este pico corresponde a Gli unida al catión K+ proveniente de la fase móvil. 

También se detectó un dímero de Gli unido por puente de Hidrógeno intermolecular. 

III-2.2.4.b. Análisis de la muestra irradiada durante 60 minutos 

En este caso, se detecta un pico cromatográfico a un tiempo de retención de 3,9 minutos. El 

análisis espectroscópico de masa de este pico indica: 
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(M+H)4= 196,3 urna. El compuesto correspondiente a este pico se ha identificado con la 

siguiente estructura: 

H N - 

H2N - C 

o 

Figura 31: Posible estructura química de fotoproducto I. M: 195 uma. Compuesto detectado en la muestra irradiada 

durante 60 minutos, a un tR = 3,9minutos. 

Este compuesto podría identificarse como el primer fotoproducto (fotoproducto I), teniendo en 

cuenta la ausencia de este pico a tR=3,9 mm n en la muestra sin irradiar que fue evaluada 

previamente. 

La fragmentación del fotoproducto I genera dos picos de masas 124 urna y 71 urna. A partir 

de las estructuras correspondientes a estos fragmentos es que se deduce la posible estructura del 

compuesto que los originó (Esquema 21). 

H N - 

H2N - C 

o

A 

N 

HN -N 

Esquema 21: Fragmentos del compuesto encontrado a tR=3,9 min. Fragmento A (M = 124 uma) y fragmento B 

(M = 71 uma). Las líneas rojas indican el lugar de fragmentación. 

Además, en el cromatograma de esta muestra aparece un pico a un tR = 11,9 minutos. Este 

pico corresponde a Gli, tal como fue observado en la muestra sin irradiar que fue evaluada 

previamente. Nuevamente, el análisis de los espectros de masa de este componente indican los 

picos (M+H)+ = 324 urna; (M+K)+ = 362 urna y el dímero formado por puente de hidrógeno 

intermolecular de Gil. 
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Finalmente, se observa un pico a un tR = 13,2 minutos. El análisis por espectrometría de masa 

indica la aparición de los siguientes picos de relación m/z: 

(M+H)+ = 388 urna. Este pico se asignó a la siguiente estructura, que correspondería al 

fotoproducto II: 

H3C 

HO HO 

HN-C 

O HO 

OH 

Figura 32: Posible estructura química de fotoproducto II. M: 387 urna. Compuesto detectado en la muestra irradiada 

durante 60 minutos a tR = 13,2minutos. 

La deducción de esta estructura fue realizada en función de un fragmento (M=271 urna). El 

mismo resulta de la ruptura de los enlaces N3-C15 y C9-C10 del heterociclo del fotoproducto II 

(Figura 42, sección V-1, Apéndice), y posterior unión del C9 al N2 del grupo sulfonilurea, tal como 

se demuestra en el siguiente esquema: 

HN -NH 

Esquema 22: Fragmentos del compuesto encontrado a tR =13,2 min. Fragmento (M = 271 urna). Las lineas rojas 

indican el lugar de fragmentación. 

III-2.2.4.c. Análisis de la muestra irradiada durante 90 minutos 

El análisis cromatográfico de esta muestra contiene los picos encontrados en el análisis de la 

muestra irradiada durante 60 minutos. Es decir: 

tR = 3,9 mili: Fotoproducto I (Figura 31); 
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tR = 11,9 mm : Gli protonada (M+H)+ = 324 urna, Gli unida al catión K+ proveniente de la fase 

móvil (M+K)+ = 362 urna y dímero de Gli formado por puente de hidrógeno intermolecular; 

tR = 13,2 mm : Fotoproducto ll (Figura 32). 

Además, se observa un pico a un tR = 13,9 min. El análisis espectroscópico de masa indica 

un pico (M+H)+ = 706,3 urna. En este caso, se propone la siguiente estructura: 

o 

Figura 33: Estructura química propuesta del compuesto detectado a tR = 13,9 min. (M+H) = 706,3 urna. Compuesto 

detectado en la muestra irradiada durante 90 minutos. 

Este compuesto, podría resultar de la apertura del grupo amido del fotoproducto I (Figura 31), 

y posterior condensación consigo mismo. La formación involucraría cuatro moléculas de 

fotoproducto I. (Esquema 23). 

o o 

Esquema 23: Diagrama que indica la ruptura del grupo amido del fotoproducto I, seguido de autocondensación 

de 4 unidades para formar el compuesto encontrado en la muestra irradiada durante 90 minutos a tR = 13,2 min. 

En función de los anteriores resultados, es posible afirmar que como productos de la 

fotooxidación sensibilizada por PN de Gli, se obtienen dos compuestos. Uno de ellos pierde el 

grupo aromático unido a azufre, e incorpora dos átomos de oxígeno al heterociclo de nitrógeno 
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(fotoproducto I). Este compuesto se identificó a tR = 3,9 minutos. Por otro lado, se obtiene otro 

compuesto que mantiene la estructura básica de Gli, incorporando cuatro grupos oxidrilo: uno en 

el anillo aromático unido al grupo sulfónico, y tres en el heterociclo de nitrógeno. Este es el 

fotoproducto II, identificado a tR = 13,2 minutos. Es importante destacar que ambos fotoproductos 

se encuentran en las muestras irradiadas durante 60 y 90 minutos. En conclusión, Gli reacciona 

con tres moléculas de oxígeno en la reacción fotosensibilizada por PN, como se muestra en el 

siguiente esquema: 

hv 
O ---> 302 + 2 

PN 
H3C 

H3C 

Fotoproducto 1 

HO 

Gli 

O O 

V 
S HN-

\ / 
HN-C 

% 
O HO 

Fotoproducto II 

Esquema 24: Fotooxidación sensibilizada por PN de Gli para formar los fotoproductos 1 y II. 
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11-3. CONCLUSIONES 

4 Los estudios de fotooxidación sensibilizada por Rf de los Andb, indican la existencia de 

interacciones con los estados electrónicamente excitados del sensibilizador. Bajo las 

condiciones experimentales ensayadas, la interacción con el estado singlete 

electrónicamente excitado de Rf es despreciable. No obstante, las interacciones entre el 

estado triplete electrónicamente excitado del sensibilizador (3Rf*) y los Andb se pudo 

evidenciar en una disminución en la zona típica de absorción del 3Rf* y la formación del 

radical neutro de Rf (Rf-9) en los espectros de especies transitorias del sensibilizador. Los 

valores de 3kg indican una mayor interacción de Gli que de Glip con 3Rr. Por otro lado, la 

evaluación de las velocidades relativas de consumo de oxígeno en presencia de inhibidores 

específicos para ER0s, demostró la participación de 02(1dg) para ambos Andb y 029- para 

el caso de Gli en el mecanismo de fotodegradación de Andb sensibilizada por Rf. 

• La cuantificación de la participación de 02(1A9) en el proceso degradativo de los sistemas en 

estudio, se realizó mediante estudios de fotodegradación sensibilizados por PN. Este análisis 

se llevó a cabo en ausencia y en presencia de HSA para evaluar la influencia de la proteína 

en el proceso. Los resultados indican que la presencia de HSA podría generar un efecto 

protector para el sistema Glip-HSA frente a 02(1b), respecto a la proteína libre. También, se 

observó que Gli es más reactiva frente a 02(1dg) que Glip. A partir de los valores de la 

constante de velocidad de desactivación global de 02(1Ag) (kt), se pudo inferir que HSA es 

un desactivador de O2(1 g) más efectivo que los Andb. Por otra parte, se observó que el 

proceso de binding causa una disminución en los valores de kt de los sistemas Gli-HSA y 

Glip-HSA. Considerando la información proporcionada por los experimentos de 

acoplamiento molecular, es posible interpretar este resultado en términos de una reducción 

en la disponibilidad de los residuos Tyr de HSA que pueden desactivar físicamente a 02(1,1g) 

y que están involucrados en la interacción con los Andb en ambos sitios de bindíng. 

• El análisis por HPLC-Masa de los productos de fotooxidación de Gli, sensibilizada por PN, 

indica que Gli reacciona con tres moléculas de oxígeno, formando los productos I y II (Figuras 

31 y 32). El primero incorpora dos átomos de oxígeno al heterociclo con enlaces carbonilo y 

el segundo incorpora cuatro oxidrilos distribuidos entre el anillo aromático y el heterociclo. 
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111-3: ESTUDIO DE LA TOXICIDAD IN VITRO DE LOS 

PRODUCTOS DE FOTOOXIDACIÓN DE Gli MEDIADA POR 

02(1Ag) 
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En el capítulo anterior, se pudo comprobar la participación de 02(1 ) en la fotodegradación 

de los Andb en estudio. Además, se pudieron caracterizar estructuralmente los productos 

derivados de la reacción de Gli con esta ERO. En este contexto, teniendo en cuenta la posibilidad 

de que estos productos puedan generarse debido a la coexistencia de Gli y 02(1,1g) en un entorno 

celular común, es que resulta interesante evaluar la potencial toxicidad que estos productos 

podrían tener en los sistemas biológicos. 

Por este motivo, en este capítulo se presentan los resultados de la evaluación de toxicidad 

celular de los productos de fotodegradación de Gli mediada por 02(1,1g). Dichos estudios fueron 

realizados en colaboración con el grupo de investigación de la Dra. Liliana Sabini, perteneciente 

al Departamento de Microbiología de la Facultad de Ciencias Exactas Físico-Químicas y Naturales 

de la Universidad Nacional de Río Cuarto. 

Teniendo en cuenta la descripción metodológica empleada para el estudio de toxicidad de los 

fotoproductos de Gli (Materiales y Métodos, sección 11-3.7.3), se presentan a continuación los 

resultados de la evaluación de los parámetros MCNC y CC50. 

111-3.1. DETERMINACIÓN DE LA MÁXIMA CONCENTRACIÓN NO CITOTÓXICA (MCNC) 

111-3.1.1. SOLUCIONES DE PN EN AUSENCIA DE Gli 

Con el fin de evaluar si el sensibilizador PN produce algún tipo de daño celular, se determinó 

la MCNC para una solución de PN en ausencia de Gli. 

Las observaciones en el microscopio óptico a las 24 y a las 48 hs. confirmaron que los 

sistemas celulares no tratados con las muestras (controles) exhibieron una morfología normal 

durante toda la experiencia (Figura 34 A). Cabe aclarar que en dicha figura, las manchas 

observadas no representan alteraciones propias de las células, sino que solo corresponden a 

gotas de condensación Los sistemas celulares tratados con diferentes concentraciones de PN 

mostraron daño celular leve a partir de una cierta concentración. Dicho daño consistió en 

alteraciones de las células en su morfología y disposición, mostrándose como agrumadas, 

globosas, a veces con refringencia, como se puede observar en la Figura 34 B. Es importante 

destacar que estos efectos resultaron independientes del tiempo de irradiación. A partir de estas 

observaciones se determinó que la MCNC para la solución de PN es 0,5 lig/mL, tanto para las 

muestras sin irradiar, como para las irradiadas durante 60 y 90 minutos. Dado que esta solución 

sólo contiene el sensibilizador y una solución reguladora de pH 7,4 (la cual es sabido que no causa 
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ningún efecto tóxico sobre los cultivos celulares), sería probable que el propio sensibilizador sea 

el causante de la citotoxicidad observada. 

A 

Figura 34: Aspectos morfológicos de células Vero en monocapas. A: cultivo sin tratar (control). B: cultivo tratado con 

una concentración citotóxica de solución de PN (4,9 1.1g/mL) irradiada durante 60 minutos. 

111-3.1.2. SOLUCIONES DE PN EN PRESENCIA DE Gli 

Se evaluó la capacidad citotóxica del sistema Gli/PN (Materiales y Métodos, sección 11-3.7.3), 

sin irradiar e irradiado durante 60 y 90 minutos Las observaciones al microscopio óptico indicaron 

que el aspecto y morfología de las células Vero cultivadas con el sistema Gli/PN mejoraron en 

presencia de Gli, respecto de aquellas en las que solo se ensayó el efecto del sensibilizador. Esto 

indicaría que la toxicidad de PN podría verse disminuida en presencia de Gli. Además, pudo 

observarse que este efecto "protector" de Gli disminuye en función del tiempo de irradiación. En 

este contexto, resulta interesante tener en consideración que estudios recientes han demostrado 

que Gli posee un efecto antiapoptótico en células de origen humano, que podría atribuirse a una 

potencial actividad antioxidante, que causa una considerable disminución en las EROs que 

inducen la muerte celular.341

Las máximas concentraciones para el sistema Gli/PN que no manifestaron alteraciones 

citotóxicas fueron 8,1 mg/mL y 0,5 vtg/mL, respectivamente. No obstante, para el caso de Gli no 

es posible asignar estrictamente un valor de MCNC, debido a que el efecto citotóxico que presenta 

el sensibilizador podría enmascarar los efectos que el antidiabético podría tener sobre las células. 
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Para lograr una independencia del efecto que genera el sensibilizador y poder evaluar 

exclusivamente el efecto citotóxico de Gli y/o sus productos de oxidación, fue necesario utilizar 

una concentración de PN constante y no citotóxica (0,5 µg/mL) y en consecuencia concentrar la 

solución stock de Gli (1617 µg/mL). Las muestras evaluadas fueron soluciones no irradiadas e 

irradiadas durante 45 y 75 minutos. Las observaciones al microscopio óptico a las 24 y 48 horas 

de incubación indican que las células cultivadas con las diferentes muestras de Gli, 

independientemente de los tiempos de irradiación, muestran una morfología y apariencia que se 

asemejan bastante a las células control. A partir de estos resultados se determinó que la MCNC 

de Gli experimentada en nuestros ensayos sería mayor a 121 µg/mL, para todas las muestras y 

bajo las condiciones experimentales empleadas. Estos resultados indicarían una ausencia de 

efectos citotóxicos debidos a Gli y/o a sus productos de oxidación. 

111-3.1.2. DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN CITOTÓXICA 50% (CC50) POR ENSAYO 

DE CAPTACIÓN DE ROJO NEUTRO (RN) 

Si bien la determinación de la MCNC es un indicador cualitativo del grado de citotoxicidad del 

sistema estudiado, para poder cuantificar la viabilidad celular se puede emplear un experimento 

que consiste en la captación de RN. A partir de los gráficos de fracción de supervivencia en función 

del volumen de muestra (curvas dosis-respuesta) es posible determinar, por interpolación, el 

parámetro CC50. Dicho parámetro indica la concentración de sustancia que produce un 50% de 

muerte celular. 

De la misma manera que se realizaron los ensayos de MCNC, se evaluaron las muestras de 

PN y del sistema Gli/PN a una concentración no citotóxica de sensibilizador (0,5 prg/m1). En las 

Tablas 8 y 9 se muestran los valores de fracción de supervivencia (FS) promedio en función del 

volumen de muestra, obtenidas para los sistemas PN y Gli/PN, respectivamente. 

118 



Fotodegradación de compuestos antidiabéticos y su interacción con albúmina de suero 
humano 

Tabla 8: Fracción de supervivencia (FS) promedio para cultivos de células Vero tratadas con soluciones de PN 

(PN stock= 9,9 jag/mL) a diferentes tiempos de irradiación: 0, 60 y 90 minutos. Los porcentajes fueron promediados 

sobre tres determinaciones independientes 

Soluciones de PN en ausencia de Gli 

V (µL) de 
muestra 

(solución de PN) 
PN(µg/mL) FS promedio 

t i.dr. O min 
FS promedio 
t bid = 60 mln 

FS promedio 
t  = 90 min 

0 0 100 100 100 
5 0,25 83,3 99,6 98,4 

10 0,50 83,9 97,8 93,1 
30 1,50 35,0 29,5 22,6 
50 2,50 24,2 24,6 23,1 

100 495 21,2 25,8 22,9 

Tabla 9: Fracción de supervivencia (FS) promedio para cultivos de células Vero tratadas con soluciones Gli/PN, 

(Glistock=161,7 µg/mL; PNst0ck=9,9 m.g/mL) a diferentes tiempos de irradiación: 0, 60 y 90 minutos. Los porcentajes 

fueron promediados sobre tres determinaciones independientes. 

Soluciones de PN en presencia de Gli 

V (4) de 
muestra (solución 

de Gli/PN) 
Gil (pghnL) PN (figiml) FS promedio 

t mera O mili 
FS promedio 
t km, 60 min 

FS promedio 
t wai • min 

O 0 0 100 100 100 
5 4,00 0,25 98,2 93,0 93,7 

10 8,10 0,50 98,7 93,8 92,3 
30 24,4 1,50 77,7 78,1 41,5 
50 40,4 2,50 31,3 18,3 19,9 
100 80,8 4,90 21,6 18,4 22,8 

A partir de las tablas anteriores se construyeron los gráficos que se muestran en la siguiente 

figura: 
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Figura 35: Curvas de supervivencia de células Vero en fase estacionaria, determinadas por captación de RN, luego 

del tratamiento con solución de PN (PNstock= 9,9 lag/m1) y solución Gli/PN (Glistock=161,7 pig/m1; PNstock=9,9 lag/mi); A: 

sin irradiar, B: irradiadas durante 60 minutos y C: irradiadas durante 90 minutos. 

Los valores de CC50 (obtenidos a partir de estos gráficos) para PN y Gli/PN se presentan en 

la Tabla 10. Es importante aclarar que para el sistema Gli/PN solo se informan las CC50 

correspondientes a PN. Esto es debido a que, como ya se discutió en el punto anterior, la presencia 

del sensibilizador podría enmascarar el efecto citotóxico de Gli, motivo por el cual no fue posible 

asignar un valor exclusivo de CC50 para el Andb. 

Tabla 10: CC50 (fag/mL) de PN para soluciones de PN y soluciones Gli/PN, a diferentes tiempos de irradiación: 0, 60 

y 90 minutos 

t kvad 
Ceso de PN (ugimL) 

Solución PN 
CCsa de PN (1.LgirnL) 

Solución Gli/PN 

O min 1,1 2,0 
60 min 1,1 1,7 
90 min 1,0 1,2 
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Observando los valores de la Tabla 10, se puede notar que en el caso de las soluciones de 

PN los valores de CC50 no presentan una variación con el tiempo de irradiación. Para el caso de 

las soluciones Gli/PN, se observa que la CC50 de PN aumenta en presencia de Gil comparada con 

el valor correspondiente a la CC50 en ausencia del Andb. Esto indicaría que las células son más 

resistentes al efecto citotóxico de PN en presencia de Gli. Además, se puede observar una clara 

disminución en el valor de 0050 de PN con el tiempo de irradiación. Este efecto podría deberse a 

la degradación fotosensibilizada del antidiabético que reduciría su protección sobre los cultivos 

celulares. Este resultado confirma las hipótesis que se realizaron a partir de las observaciones al 

microscopio óptico. 

Por otro lado, para evaluar exclusivamente los potenciales efectos citotóxicos de los productos 

de Glí, se realizaron los ensayos correspondientes de citotoxicidad para muestras de Gli/PN a 

diferentes tiempos de irradiación, a una concentración no tóxica de PN (0,5 kig/mL). Los valores 

de fracción de supervivencia para este sistema Gli/PN se muestran en la Tabla 11. A partir de 

estos datos se construyeron los gráficos de la Figura 36. 

Tabla 11: Fracción de supervivencia promedio para cultivos de células Vero tratadas con soluciones de Gli/PN 

(Glistock=1617 p,g/mL; PN= 0,5 µg/mL) a diferentes tiempos de irradiación: 0, 45 y 75 minutos. Los porcentajes fueron 

promediados sobre cuatro determinaciones independientes 

Soluciones de PN en presencia de Gli a una concentración no citotóxica de PN (0,5 pg/mL) 

Gil (.agimL) FS promedio 
t wad= O min 

FS promedio 
t krad = 45 min 

FS promedio 
t Irrad 2 75 mIn 

0 100 100 100 
4,00 89,8 93,0 95,9 
8,10 94,6 87,0 89,6 
24,4 76,0 98,2 89,0 
40,4 78,7 100 98,4 
80,8 81,1 100 91,4 
121 838 4 888 
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Figura 36: Curvas de supervivencia de células Vero en fase estacionaria, determinadas por captación de RN, luego 

del tratamiento con soluciones de Gli/PN (Glist0ck=1617 u.g/mL; PN= 0,5 in/m1); A: sin irradiar, B: irradiadas por 45 

minutos y C: irradiadas por 75 minutos. 

Los resultados muestran que la fracción de supervivencia en los tres casos se encuentra entre 

75 y 100%. Estos elevados valores de porcentaje indicarían que a la máxima concentración 

utilizada de Gli (121 jag/mL) no se observa efecto citotóxico sobre los cultivos celulares. 

Probablemente la CC50 del antidiabético se encuentra por encima de 121 jig/mL. Estos resultados 

confirman las observaciones realizadas luego de la inspección de los cultivos celulares al 

microscopio óptico. 
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111-3. CONCLUSIONES 

• A partir de los ensayos de citotoxicidad in vitro sobre la línea celular Vero, se pudo verificar 

que el sensibilizador PN resulta tóxico en concentraciones mayores a 5 lig/mL, 

independientemente del tiempo de irradiación. Esta citotoxicidad resulta disminuida en 

presencia de Gli, la cual podría tener un efecto protector antioxidante en los cultivos celulares. 

A su vez, este efecto protector disminuye con el tiempo de irradiación, posiblemente debido a 

la fotodegradación de Gli. 

• Se pudo comprobar que Gli y sus productos de oxidación, generados por reacción con 02(1 Ag), 

no resultan citotóxicos bajo las condiciones experimentales ensayadas. 
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111-4: ESTUDIOS DE LA INFLUENCIA DE GLUCOSA SOBRE 

LA INTERACCIÓN Andb-HSA Y LOS PROCESOS DE 

FOTODEGRADACIÓN MEDIADOS POR 02 (lAg) 

124 



Fotodegradación de compuestos antidiabéticos y su interacción con albúmina de suero 
humano 

111-4.1. ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE GLUCOSA EN LA INTERACCIÓN Andb-HSA 

Para determinar el efecto de glucosa sobre los procesos de interacción entre HSA y los Andb, 

se realizaron en primer lugar, experimentos de quenching de fluorescencia de HSA por glucosa, 

en ausencia de los Andb, con el fin de evaluar si el carbohidrato es capaz de desactivar la emisión 

de fluorescencia de la proteína. Luego, se realizaron los experimentos de quenching de 

fluorescencia de HSA por Gli y Glip en presencia de una concentración de glucosa 1,2x10-2 M 

=216mg/dL (Situación de hiperglucemia). Los resultados se muestran a continuación. 

111-4.1.1. ESTUDIO DEL EFECTO DE GLUCOSA SOBRE HSA 

Para evaluar el efecto de glucosa en el comportamiento de HSA, se realizaron dos 

experimentos. Por un lado, se registraron los espectros de emisión de HSA sexc= 295 nm) en 

presencia de diferentes concentraciones de glucosa (O - 1,3x10-2 M). Los resultados se muestran 

a continuación. 
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Figura 37: A: Espectros de emisión de HSA 1x10-5 M (), exc= 295nm) en solución reguladora de pH 7,4 en presencia 

de diferentes concentraciones de glucosa (0 -1,3x10 2 II). B: Espectros de emisión de L-triptófano 1x10-5 M exc=

295nm) en solución reguladora de pH 7,4 en presencia de agregados de glucosa en concentraciones (0- 1,3x10-2 M). 

Como se observa en la Figura 37 A, existe una disminución en el máximo de emisión de HSA 

en presencia de concentraciones crecientes de glucosa. A partir del análisis de Stem-Volmer (10/1 

vs. [Glucosa]), se obtiene una relación lineal de la que se obtiene un valor de Ksv de 6,9 M-1. 

Considerando la máxima concentración de glucosa empleada en estos experimentos (1,3x10-2 M) 

y el valor de Ksv, se puede decir que glucosa desactiva aproximadamente el 10% de la emisión 

de HSA. 
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Por otro lado, con el fin de obtener información que permita interpretar estos resultados, se 

realizó un experimento de quenching de fluorescencia de una muestra de triptófano libre en 

solución, en presencia de glucosa (Figura 37 B). Al comparar los resultados de ambos 

experimentos, se puede observar que la emisión del aminoácido libre en solución no es 

desactivada significativamente por glucosa, mientras que sí existe una disminución cuando el 

aminoácido forma parte de la proteína. Este resultado indicaría que el entorno que posee Trp214 

en HSA (influencia de otros residuos aminoacídicos en la polaridad o distribución de carga), no 

solo afecta el comportamiento del aminoácido en la proteína, sino que además se está modificando 

en presencia de glucosa de manera que la desactivación sea mayor, respecto del comportamiento 

de dicho aminoácido en solución. 

111-4.1.2. ESTUDIO DE LA INTERACCIÓN Andb-HSA EN PRESENCIA DE GLUCOSA 

Los experimentos de quenching de fluorescencia de HSA por los Andb en presencia de 

glucosa se llevaron a cabo a una concentración de glucosa de 1,2 x10-2 M=216mg/dL (situación 

de hiperglucemia). En este punto cabe aclarar que la contribución a la desactivación de HSA por 

el carbohidrato puede considerarse despreciable, ya que en estas condiciones glucosa desactiva 

menos del 10% de la emisión de la proteína; es decir que el quenching de HSA sigue siendo 

debido, principalmente, al Andb. Los resultados se muestran en las siguientes figuras. 

350 400 450 

(nni) 

Figura 38: Espectros de emisión de HSA 1 x10 5 M / glucosa 1,2x10-2 M exc= 295nm) en solución reguladora de pH 

7,4 en presencia de agregados (0-1x10-4 M) de A: Gli y B: Glip. 
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Como se observa en la Figura 38 (A y B), la emisión de fluorescencia de HSA resultó ser 

disminuída por los Andb, en presencia del carbohidrato A partir de los resultados anteriores, se 

realizó un análisis clásico de Stem-Volmer (Figuras 39 A y B). 
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Figura 39: Gráficos del análisis clásico de Stem-Volmer. A: sistema Gli-HSA y B: sistema Glip-HSA. Estudios en 

presencia de glucosa 1 2x10-2 M. 

En este caso, al igual que en los resultados obtenidos para la desactivación de fluorescencia 

de HSA por los Andb en ausencia de glucosa, se observa una curvatura hacia el eje de las abscisas 

en los gráficos de Stem-Volmer (1011 vs. [Andb]). De igual manera, podría atribuirse dicha curvatura 

a que los Andb no desactivan completamente de fluorescencia de HSA y/o a la unión de los Andb 

en diferentes tipos de sitios en la proteína. 

111-4.1.3. DETERMINACIÓN DE LOS PARÁMETROS DE BINDING DEL SISTEMA Andb-HSA EN PRESENCIA DE 

GLUCOSA 

A partir de los resultados de quenching de fluorescencia de HSA por los Andb en presencia 

de glucosa 1,2x10-2 M, se determinaron los valores correspondientes de constantes de binding y 

número de sitios involucrados, siguiendo la metodología ya señalada (Materiales y Métodos, 

sección 11-3.1). 
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Figura 40: Isotermas de binding para la interacción A: Gli-HSA y B: Glip-HSA en presencia de glucosa 1,2x10-2 M. 

Los datos experimentales obtenidos para las isotermas de binding (Figura 40), pudieron ser 

ajustados adecuadamente suponiendo dos sitios de interacción en la proteína tanto para Gli como 

para Glip (n=2 en la Ecuación 18, Materiales y Métodos, sección 11-3.1). Los correspondientes 

valores de constantes de asociación se muestran en la Tabla 12, se incluyen también los valores 

obtenidos en ausencia de glucosa (Resultados, sección 111-1.2.1), a fines comparativos. 

Tabla 12: Parámetros de binding para las interacciones Gli-HSA y Glip-HSA en ausencia y en presencia de glucosa 

1,2x10-2 M. 

Sistema Gli-HSA Sistema Gllp-HSA 

[Glucosa] K x104 (M-1) bi Kbil X104111 KW X104 (M.1) Kbil X11:14 (111-1) 

0 4,4±0,2 1,3±0,1 31±2 2,5±0,1 

1,2x102 6,5±0,8 1,4±0,1 69±4 2,9±0,1 

Como se observa en la Tabla 12, los valores de constantes de asociación para uno de los 

sitios de interacción (identificado como sitio i) en presencia de glucosa para ambos Andb, 

aumentan respecto de los valores obtenidos en ausencia del carbohidrato. En este sentido, existen 

evidencias que indican un aumento en las constantes de binding de HSA con determinados 

sustratos en presencia de glucosa.342 En nuestro caso, se podría proponer que el aumento en la 

afinidad de HSA por los Andb en presencia de glucosa, ocurriría a través de una asociación entre 

el carbohidrato y los Andb, tal que genere un aumento en la capacidad de formación de puentes 

de hidrógeno (como consecuencia de un aumento en la cantidad de grupos OH).342 En este punto, 
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es importante recordar las evidencias experimentales que indicaron a los puentes de hidrogeno 

como posibles interacciones puestas en juego en el binding entre HSA y los Andb (Resultados, 

secciones III-1.2.2.c y I II-1.2.2.d). 

Otra hipótesis que podría explicar este comportamiento está relacionada a los resultados 

obtenidos en los experimentos de quenching de fluorescencia de HSA por glucosa, en 

comparación con los resultados obtenidos para triptófano libre en solución. A partir de estas 

observaciones, sería viable la posibilidad de que glucosa genere cambios en la proteína que 

alteren el entorno de los sitios donde se unen los Andb, exponiendo u ocultando algunos residuos, 

modificando consecuentemente su afinidad. 

Por su parte, los valores de las constantes de asociación para el sitio de interacción 

identificado como sitio ii, podrían considerarse similares a los valores obtenidos en ausencia de 

glucosa, dentro del error experimental. Este último resultado indica que probablemente este sitio 

no se vea modificado en presencia del carbohidrato, de manera que las interacciones son similares 

a las que se establecen en ausencia del mismo. 

111-4.2. ESTUDIOS DE LA INFLUENCIA DE GLUCOSA SOBRE LOS PROCESOS DE 

FOTODEGRADAC1ÓN MEDIADOS POR 02 (lAg) 

El efecto de glucosa sobre los procesos de fotodegradación mediados por 02(1,1g) de los 

sistemas Gli, Glip, HSA, Gli-HSA y Glip-HSA, fue estudiado a través de experimentos de 

fotooxidación sensibilizada por PN, por irradiación estacionaria (determinación de velocidades de 

consumo de oxígeno) y por medidas resueltas en el tiempo (determinación de las constantes de 

velocidad de desactivación total de 02(1ág), kt. 

111-4.2.1. DETERMINACIÓN DE LAS VELOCIDADES RELATIVAS DE CONSUMO DE OXÍGENO DE LOS SISTEMAS 

Andb Y Andb-HSA 

Se determinaron las velocidades de consumo de oxígeno, con PN como sensibilizador, para 

Gli 5x10-4 M, Glip 2x10-4 M, HSA 1x10-5 M y las mezclas Gli-HSA (5x10-4 M: 1x10-5 M) y Glip-HSA 

(2x10-4 M: 4x10-6 M) en ausencia y en presencia de glucosa a cuatro concentraciones: 1x10-3 M, 

5x10-3 M, 1,2x10-2 M y 1,7x10-2 M. Los resultados se muestran en las siguientes tablas expresados 

como velocidades de consumo de oxígeno relativas a la velocidad de consumo de oxígeno de 

cada sistema en ausencia de glucosa. 
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Tabla 13: Velocidades relativas de consumo de oxigeno, con PN como sensibilizador, para Gli, HSA y Gli-HSA en 

ausencia y en presencia de glucosa a diferentes concentraciones. s/d sin datos. 

Vr 

Glucosa 

Sistema 
O M 1 x10-3 M 5 x10.3 M 1,2 x10-2 M 1,7 x10-2 M 

Gil 1.0 1.1 1.0 1.2 1.0 
HSA 1.0 s/d s/d 1.0 0.9 

Gli-HSA 1.0 0.9 0.8 0.9 1.1 

Tabla 14: Velocidades relativas de consumo de oxígeno, con PN como sensibilizador, para Glip, HSA y Glip-HSA en 

ausencia y en presencia de glucosa a diferentes concentraciones. s/d: sin datos 

O M 1 x10-3 M 

1.0 2.0 
HSA 1.0 s/d 

GlIp-HSA 10 08 

v, 

5 x10•3 M 1,2 x10-7 A4 1,7 x10-2 M 

3.6 4.6 4.3 
s/d 1.0 0.9 
1.0 0.9 1.1 

Los resultados que se muestran en la Tabla 13, indican que las velocidades relativas de 

consumo de oxígeno por los sustratos Gli, HSA y Gli-HSA, no se ven afectados significativamente 

por la presencia de glucosa bajo las concentraciones empleadas. 

Por otro lado, se puede notar un aumento en los valores de vr de Glip con el incremento de 

la concentración de glucosa. Este comportamiento podría deberse, en principio, a un aumento en 

la viscosidad local del sistema, inducido por glucosa. Estudios previos, en los que se propone un 

mecanismo de reacción por formación de un complejo de encuentro entre el sustrato fotooxidable 

y 02(1Ag), han reportado un notable incremento en las velocidades de reacción con la viscosidad, 

bajo condiciones de pre-equilibrio (Introducción, sección 1-3.4.2).343 Estas condiciones de pre-

equilibrio se pueden alcanzan cuando los sustratos son poco reactivos o poseen valores de 

constantes de velocidad de desactivación reactiva de 02(1Ag) (kr) del orden de 106 M-1s-1 o valores 

menores.343 En estos casos, una vez que las especies se reúnen en el complejo, un aumento de 

viscosidad podría generar una disminución en los coeficientes de difusión de las especies y una 

consecuente disminución en la constante de velocidad de ruptura del complejo de encuentro (k_ 

o). Esto aumenta las probabilidades de colisión entre el sustrato y 02(1A,g), de manera que la 
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reactividad aumenta. Este podría ser el caso del comportamiento de Glip como sustrato 

fotooxidable. 

Como puede observarse, el comportamiento reactivo de Glip frente a 02(1 Ag) en presencia de 

glucosa de Glip es diferente al de Gli. Una hipótesis que podría explicar estas discrepancias se 

encuentra en los fundamentos del modelo de reacción por formación de un complejo de encuentro 

al que se hizo referencia en el párrafo anterior. Como se mencionó, solo los sustratos poco 

reactivos pueden alcanzar las condiciones de pre-equilibrio, en las que, factores como la 

viscosidad, pueden aumentar su reactividad frente a 02(1,Ag). En este punto es interesante tener 

en cuenta los resultados de fotooxidación sensibilizada por PN en ausencia de glucosa 

(Resultados, sección 111-2.2.2), en los que se observó que Gli es más reactiva que Glip. Además, 

en experimentos preliminares se estimaron los valores de kr (mediante un método comparativo, 

empleando Furfuril Alcohol como compuesto de referencia)344 para ambos Andb. Los resultados 

obtenidos indicaron valores de kr del orden de 107 M-1s-1 para Gli, y del orden de 106 M-1s-1 para 

Glip. Por lo tanto, la diferencia en el comportamiento de ambos Andb en presencia de glucosa 

puede deberse a que únicamente Glip pueda encontrarse en condiciones de pre-equilibrio y 

experimentar un aumento en su reactividad frente a 02(1Ag) debido a un incremento en la 

viscosidad del medio. 

En presencia de HSA se observa que la velocidad de consumo de oxigeno por Glip no se ve 

afectada por la concentración de glucosa. El sistema Glip-HSA sigue la tendencia de 

comportamiento fotorreactivo de la proteína. Por lo tanto se puede inferir que en estas condiciones 

HSA estaría ejerciendo un efecto protector sobre la fotodegradación de Glip frente a un incremento 

en las concentraciones de glucosa. 

111-4.2.2. DETERMINACIÓN DE LAS CONSTANTES DE VELOCIDAD DE DESACTIVACIÓN TOTAL DE 02(1AG) (kt) 

El efecto de glucosa sobre la constante de velocidad de desactivación total de 02(1Ag) (kt) fue 

evaluado para los sistemas Gli, Glip, HSA, Gli-HSA y Glip-HSA en presencia de dos 

concentraciones de glucosa (5x10-3 M y 1,7x10-2 M). La cuantificación de kt fue realizada mediante 

la técnica TRPD (Materiales y Métodos, sección 11.2.6). A continuación se muestran algunos de los 

gráficos obtenidos del análisis clásico de Stem-Volmer (Figura 41) y los valores de kt obtenidos 

se presentan en la Tabla 15. 
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Figura 41: Gráficos de Stem-Volmer para la desactivación total de 02(1Ag) por: A: Gli, B: Gli-HSA, C: Glip, D: Glip-

HSA en solución reguladora de pD 7,4/CD300 (10%)/glucosa 1,7x10-2 M. En los sistemas que contienen la proteína, 

la concentración de la misma fue constante e igual a 1x10-5 M. 

Tabla 15: Constantes de velocidad de desactivación total de 02(1A9) por Gli, Glip, HSA, Gli-HSA y Glip-HSA en 

ausencia y en presencia de glucosa. s/d: sin datos. 

k1 x10 7 (PA-1 s.') 

Glucosa 

Sistema O II 5 x104 M 1,7 x10-1 M 

Gli 2,0±0,2 1,2±0,1 1,2±0,1 
Gli-HSA 4,5±0,4 4,2±0,4 2,0±012 

Glip 1,2±0,1 0,82±0,08 0,68±0,08 
Glip-HSA 4,7±0,5 6,0±0,7 1,2±0,1 

HSA 80±8 ski skl 
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Como se observa en la Tabla 15, los valores de kt tienden a disminuir levemente en presencia 

de glucosa para Gli y Glip. En el caso específico de Gli, teniendo en cuenta que glucosa no causa 

un efecto apreciable sobre las velocidades relativas de consumo de oxígeno, puede decirse que 

la disminución en los valores de kt podrían estar indicando que en presencia del carbohidrato, solo 

estaría desfavorecida la vía de desactivación física de 02(1Ag) por Gli (proceso [10] del Esquema 

14, Introducción, sección 1-3.5.5). 

En el caso de Glip, se observó un aumento en las velocidades relativas de consumo de 

oxígeno con la concentración de glucosa. Sin embargo, en las mismas condiciones existe una 

disminución en los valores de kt. Este resultado solo podría explicarse si la componente de 

desactivación física (kg) predomina sobre la componente reactiva en el proceso de desactivación 

total de 02(1Ag). De esta manera, en presencia de glucosa, la componente física se vería 

desfavorecida, causando así una disminución en los valores de constante de velocidad de 

desactivación total (kt). 

Por su parte, es interesante destacar que para los sistemas Gli-HSA y Glip-HSA, existe una 

disminución mucho más prominente en los valores de kt con el incremento en la concentración de 

glucosa. Esto podría indicar que frente a situaciones de hiperglucemia, la interacción de los 

sistemas Andb-HSA con 02(1Ag) es mucho menor, respecto de la interacción de los sistemas 

Andb-HSA en ausencia de glucosa. 
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111-4.3. CONCLUSIONES 

+ Se pudo comprobar que en presencia de glucosa, el entorno que HSA proporciona a Trp214 

se modifica y favorece la desactivación de fluorescencia por el carbohidrato, respecto del 

comportamiento de dicho aminoácido en solución. 

• Los gráficos del análisis clásico de Stem-Volmer en presencia de glucosa, se comportan de 

igual manera que en ausencia de la misma: existe una curvatura hacia el eje de las abscisas, 

que puede deberse a la desactivación incompleta de la emisión de HSA por los Andb y/o a la 

existencia de diferentes tipos de sitios de interacción en la proteína. 

.. Las constantes de binding Andb-HSA aumentan en presencia de glucosa, debido 

probablemente a una asociación entre los Andb con el carbohidrato que causa un aumento en 

la capacidad de formar puentes de hidrógeno con los sitios interacción en la proteína y/o a 

modificaciones en la estructura de HSA en presencia de glucosa, que generan cambios en la 

afinidad. 

•:. La velocidad relativa de consumo de oxígeno no se ve modificada por glucosa en el caso de 

Gli, mientras que experimenta un aumento en el caso de Clip. El mismo podría estar 

relacionado con un incremento en la reactividad de Clip, proveniente de un aumento en la 

viscosidad con la concentración de glucosa. Este aumento se ve disminuido en presencia de 

HSA, de manera que es posible que la proteína esté ejerciendo un efecto protector del sistema 

como un todo en presencia de glucosa. 

+ La contribución física al proceso de desactivación global de 02(1Ag) parece ser la componente 

dominante del proceso en el caso de Clip y se ve desfavorecida en presencia de glucosa para 

ambos Andb. Por su parte, la disminución observada en los valores de kt de los sistemas Andb-

HSA con la concentración de glucosa indica que dichos sistemas interaccionan en menor 

medida con 02(1Ag) en presencia del carbohidrato que en ausencia del mismo. 
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V.CONCLUSIONES 
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La interacción Gli-HSA y Glip-HSA pudo ser caracterizada a través de estudios de quenching 

de fluorescencia y de acoplamiento molecular. A través de los primeros, fue posible evidenciar la 

asociación Andb-HSA mediante la existencia de quenching estático y la curvatura hacia el eje de 

las abscisas del análisis clásico de Stem-Volmer. Además, se pudieron emplear estos datos para 

la construcción de isotermas de binding que permitieron deducir dos sitios diferentes de interacción 

para ambos Andb en HSA y la cuantificación de las constantes de binding (Kb). A partir de la 

variación de Kb en función de la temperatura, se pudio realizar un análisis termodinámico de la 

interacción Glip-HSA. Los resultados indicaron que dicho proceso es espontáneo y entálpicamente 

controlado. Estos estudios también sugirieron que las interacciones predominantes son las 

puentes de hidrogeno y las interacciones hidrofóbicas. Todos estos resultados fueron 

complementados por los experimentos de acoplamiento molecular, que confirmaron la asociación 

de ambos Andb en dos sitios, identificados como sitio II y sitio extra de HSA. Además se pudo 

especificar y corroborar que las interacciones son del tipo puente de hidrógeno e interacciones 

hidrofóbicas, a través de un estudio más detallado de las características de los aminoácidos que 

rodean los sitios involucrados. De esta manera, los resultados experimentales y los obtenidos por 

acoplamiento molecular son coincidentes y complementarios. 

Los procesos de fotodegradación de los Andb sensibilizados por Rf permitieron observar 

principalmente la interacción de Gli y Glip con el estado electrónicamente excitado triplete de Rf 

(3Rf*). La misma se pudo evidenciar en una disminución en la zona típica de absorción del 3Rf* y 

la formación del radical neutro de Rf (Rf- ) en los espectros de especies transitorias del 

sensibilizador en presencia de los Andb. Los valores de 3kg indicaron una mayor interacción de 

Gli que de Glip con 3Rr. Por otro lado, la evaluación de las velocidades relativas de consumo de 

oxígeno en presencia de inhibidores específicos para ER0s, demostró la participación de 02(1,ág) 

para ambos Andb y 02*- para el caso de Gli en el mecanismo de fotodegradación de Andb 

sensibilizada por Rf. 

La cuantificación de la participación de 02(14 en el proceso degradativo de los sistemas en 

estudio, se realizó mediante estudios de fotodegradación sensibilizados por PN. Estos resultados 

indicaron que la presencia de HSA podría generar un efecto protector para el sistema Glip-HSA 

frente a 02(1A9), respecto a la proteína libre. También, se observó que Gli es más reactiva frente 

a 02(1Ag) que Glip. Por otro lado, a partir de los valores de las constantes de velocidad de 

desactivación total de 02(1Ag) (kt), se pudo observar que HSA es un desactivador de 02(1Ag) más 

efectivo que los Andb y además, que el proceso de binding causa una disminución en los valores 
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de kt de los sistemas Gli-HSA y Glip-HSA, efecto que se atribuye a una reducción en la 

disponibilidad de los residuos Tyr de HSA que pueden desactivar físicamente a 02(11g) y que están 

involucrados en la interacción con los Andb en ambos sitios de binding, 

Por otra parte, el análisis de los productos de reacción de Gli con 02(1ág) demostró que Gli 

reacciona con tres moléculas de oxígeno, formando dos fotoproductos principales. El primero 

incorpora dos átomos de oxígeno al heterociclo con enlaces carbonilo y el segundo incorpora 

cuatro oxidrilos distribuidos entre el anillo aromático y el heterociclo. En este sentido, se demostró 

que tanto Gli como sus productos de fotooxidación no resultan tóxicos sobre la línea celular Vero, 

bajos las condiciones experimentales ensayadas. Sin embargo, PN resulta tóxico en 

concentraciones mayores a 5 pg/mL. Es interesante notar que esta citotoxicidad resulta disminuida 

en presencia de Gli, el cual podría tener un efecto protector antioxidante en los cultivos celulares, 

lo cual hace que aumente la supervivencia celular. 

Finalmente, en presencia de glucosa los Andb se unen a dos sitios de interacción y con una 

mayor afinidad que en ausencia del carbohidrato, comportamiento que podría ser atribuido a 

asociaciones entre el carbohidrato y los Andb que aumentaría sus capacidades de formar puentes 

de hidrogeno y/o a cambios estructurales en presencia de glucosa que afectarían la afinidad de la 

proteína por los Andb. Los procesos de fotodegradación mediada por 02(11g) indicaron que Gli no 

modifica su reactividad en presencia de glucosa, mientras que Glip aumenta su reactividad, 

probablemente debido a un aumento en la viscosidad local. Por su parte, se pudo notar que la 

contribución física al proceso de desactivación total de 02(1Ag) parece ser la componente 

dominante del proceso en el caso de Glip y que se ve desfavorecida en presencia de glucosa para 

ambos Andb. También se pudo observar que HSA reduce las interacciones con 02(1A9) en 

condiciones de hiperglucemia. Este hecho se manifestó principalmente en una reducción en los 

valores de kt de los sistemas Andb-HSA, relativo al comportamiento de los mismos en ausencia 

del carbohidrato. 
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V. APÉNDICE 

138 



Fotodegradación de compuestos antidiabéticos y su interacción con albúmina de suero 
humano 

V-1. ESTRUCTURAS QUÍMICAS DE LOS COMPUESTOS ANTIDIABÉTICOS 
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Figura 42: Estructuras químicas de Gliclazida (Gli) y Glipizida (Glip) 

V-2. ESTRUCTURAS QUÍMICAS DE AMINOÁCIDOS FOTOOXIDABLES 
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V-3. ESTRUCTURAS QUÍMICAS DE SENSIBILIZADORES EMPLEADOS 
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Figura 44: A: Estructura química de Rf: 7,8-dimetil-10 (V-D-ribitilo) isoaloxazina. B: Estructura química de 

Perinaftenona (PN) 
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