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RESUMEN

Durante los Gltimos afios se ha generado un gran interés por el estudio de |a relacion existente
entre las especies reactivas de oxigeno (EROs) y enfermedades como cancer, hipertension,
diabetes mellitus, etc. debido a situaciones de estrés oxidativo.!# En particular, la diabetes mellitus
esta tomando una gran importancia en nuestros dias, debido que afecta a un gran porcentaje de
la poblacion.5 En la mayoria de los casos, el tratamiento consiste en la administracion de
antidiabéticos (Andb) orales. 67 Por otro lado, la sangre es el principal transporte de farmacos en
el organismo, debido a la existencia de proteinas como la albumina del suero humano (HSA) que
cumplen esta funcién. HSA es ademas el componente antioxidante fundamental del plasma .8

Considerando la posibilidad de que los Andb y HSA se encuentren expuestos a altas
concentraciones de EROs, es que resulta interesante estudiar la degradacién 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
asociacion Andb-HSA y los procesos de fotooxidacion de dichos sistemas, teniendo en cuenta las
altas concentraciones de dicho carbohidrato presentes en un paciente diabético.’

El estudio de la interaccion Andb-HSA se realizd mediante espectroscopia de fluorescencia y
por acoplamiento molecular. Los resultados obtenidos por ambas técnicas fueron coincidentes y
complementarios: ambos Andb se unen a la proteina en dos sitios, identificados como sitio I y sitio
extra. En presencia de glucosa se observa un aumento en la afinidad de ambos Andb por HSA.

La participacion de EROs en la degradacidn de los Andb, fue evaluada a través de estudios
de fotooxidacion sensibilizada por el pigmento natural Riboflavina (Rf). Los resultados indicaron la
participacion de oxigeno singlete (O('Ag)) para ambos Andb y de anién radical superdxido (O2¢-)
para el caso de Glip. La cuantificacion de la participacion de Oo('Ag) en el proceso degradativo de
Gli, Glip, HSA, Gli-HSA y Glip-HSA, se realizd mediante la fotodegradacion en presencia del
sensibilizador artificial Perinaftenona (PN). Los resultados indicaron que HSA podria generar un
efecto protector sobre el sistema Andb-HSA frente a Ox('Ag), lo que se atribuye al proceso de
asociacion Andb-HSA. Este efecto también se observé en presencia de altas concentraciones de
glucosa (hiperglucemia). Por otra parte, se identificaron por HPLC-masa dos productos de reaccién

de Gli con O('4g), los que resultaron ser no toxicos sobre cultivos de la linea 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.! 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 meliitus type |, and the more prevalent diabetes mellitus
type II. In the last case, treatment consists in the administration of antidiabetic compounds
(Andb).87 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.®

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,® 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 Il 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 (O2('Aq and in the
case of Gli, superoxide radical anion is also an intermediate species. Contribution of O2('Ag) 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 Oo('Ag), due to binding process. Same results were obtained under
hyperglycemic conditions. On the other hand, two photoproducts derived of Gli-O('Aq) 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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I-1.ANTECEDENTES E IMPORTANCIA DEL TEMA

Durante los ultimos afios el interés por el estudio de Ias especies reactivas de oxigeno (EROs)
ha crecido notablemente, debido a la existencia de un fuerte vinculo entre dichas especies y el
desarrollo de un gran numero de enfermedades.!# Es mas, se ha intentado profundizar en el
conocimiento de los mecanismos de generacion y atenuacién de estas especies a nivel celular.
Estas investigaciones revelaron, por un lado, las capacidades celulares de producir cantidades
moderadas de EROs debido a la participacion de las mismas en procesos fisiolégicos importantes
como en la eliminacién de microorganismos, en la sefializacion celular, etc.? Ademas, quedé en
evidencia'® que existen varios procesos metabodlicos que generan EROs como subproductos. Sin
embargo, se sabe? que la célula cuenta con diferentes mecanismos a través de los cuales puede
mantener las concentraciones de EROs a niveles no toxicos (balance oxidativo), debido a la gran
reactividad que presentan estas especies. No obstante, se demostrd! 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 situacion de
estrés oxidativo. Actualmente, se encuentran cada vez mas evidencias que vinculan
estrechamente a las altas concentraciones de EROs con el desarrollo de enfermedades como
cancer'!, resistencia a insulina'?, diabetes mellitus?, enfermedad cardiovascular’,
arterosclerosis'4, envejecimiento celular'®, entre otras.

En relacion a este Ultimo punto, cabe destacar la importancia que la diabetes mellitus esta
tomando en nuestros dias. Se sabe’ que esta enfermedad afecta a un 8,3% de la poblacién
mundial adulta y se estima que aumentara a un 10% en 2035. A su vez, el 80% del total de
pacientes diabéticos posee diabetes mellitus de tipo Il. Parte del tratamiento en este caso consiste
en la administracion de Antidiabéticos orales (Andb), como lo son los compuestos pertenecientes
a la familia de las sulfonilureas.t” Estos Andb actuan estimulando la liberacion de insulina en el
organismo. Los mas empleados en la actualidad son compuestos que pertenecen a la segunda
generacion de sulfonilureas, tales como Gliclazida, Glipizida, Glibenclamida y Glimepirida.'6

Teniendo en cuenta la estrecha relacidn existente entre la diabetes y las condiciones de estrés
oxidativo, es que resultaria interesante evaluar los procesos de degradacion de los Andb en
presencia de EROs. En este sentido, se han encontrado en bibliografia algunas investigaciones
relacionadas a procesos de degradacién de compuestos Andb. Se puede citar el trabajo de Bansal
et al.’” quienes estudiaron los procesos de degradacion de Glipizida en condiciones extremas de

pH, temperatura, en presencia de altas concentraciones de H>0> y bajo irradiacion UV, como asi
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también la identificacion de los productos de degradacion, mediante la técnica de cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-MS). Los autores detectaron la formacion de
varios productos de degradacion bajo diferentes condiciones experimentales ensayadas. Ademas,
encontraron que la degradacion de Glipizida es susceptible al pH y a la temperatura en solucién,
mientras que en estado sélido no se observé efecto de dichas variables.

Por otro lado, se encuentran los aportes realizados por Selvaag et al. quienes estudiaron la
toxicidad de los productos de fotodegradacién por irradiacion 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,’® mientras que no se observo toxicidad para los
productos derivados de Glipizida y Glibenclamida.'®

Recientemente se publicaron estudios de fotodegradacién directa con radiacion 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 degradacién sensibilizada
por RB de Tolazamida, por lo que se descarté la posible interaccion con Ox('Ag). En los
experimentos de irradiacién con luz UV del Andb se detectaron productos de oxidacion de
naturaleza radicalaria, derivados de la ruptura homolitica del carbono carbonilico del grupo amida.
Estos productos, en presencia de lipidos, demostraron capacidad de abstraer hidrégenos y causar
peroxidacion lipidica. Los resultados obtenidos para estos mismos ensayos realizados en ausencia
de oxigeno, confirmaron que este compuesto se podria comportar como un sensibilizador que
probablemente reacciona via mecanismos exclusivamente radicalarios.

Por otro lado, la sangre es el principal transporte de medicamentos y sustancias hacia los
tejidos del organismo, y esta constituida por un conjunto de proteinas que cumplen esta funcion
fundamental. La albumina del suero humano, HSA (Human Serum Albumin), es una de las
proteinas mas abundantes de |a sangre y representa aproximadamente el 60% del total de
proteinas en el plasma.2! Esta involucrada en el transporte de una gran cantidad de sustancias,
tales como bilirrubina, medicamentos, 4cidos grasos, hormonas, etc.22-24 Sin embargo, ha quedado
en evidencia que HSA representa ademas el componente antioxidante fundamental del plasma,
ya que se demostré que mas del 70% de la actividad de captura de radicales libres en el suero
sanguineo se debe a HSA y que ésta proteina actia 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 proteina derivan, por un lado, de sus capacidades de union

a determinados componentes o binding. Especificamente, se sabe? que metales como Cu(l), que
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puede participar en la generacion de radical oxhidrilo, posee una gran afinidad por el extremo N-
terminal de HSA. Unido a la proteina, Cu(l) tiene menor posibilidad de participar en la generacion
de dicho radical. También se propuso que los acidos grasos poliinsaturados unidos a HSA pueden
encontrarse protegidos frente a reacciones de oxidacion.27.28  Ademas, se descubrié que la
proteina posee un Unico residuo de cisteina (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.2%30 También se demostrd la preferencia que posee el
acido hipocloroso (HOCI) por HSA.3! En todos los casos, se sefialé que un aspecto favorable frente
a estas condiciones, es la gran abundancia que HSA presenta en el plasma sanguineo.?

Los procesos de binding entre HSA y diferentes ligandos han sido muy estudiados durante
las Ultimas 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 caracterizacion de las
interacciones ligando-HSA para comprender los aspectos farmacocinéticos y farmacodinamicos
de los medicamentos.46-4¢  No obstante, el aspecto antioxidante de HSA relacionado a su
capacidad de binding y su efecto sobre las interacciones con medicamentos aun no ha sido muy
explorado. Uno de los primeros resultados que significd un gran avance para el estudio de las
interacciones, surgié de las investigaciones realizadas por Sudlow et al. quienes propusieron la
existencia de dos sitios de unidn o binding en HSA denominados sitio | y sitio Il, mediante
experimentos de desplazamiento de pruebas fluorescentes.4950 Posteriormente, utilizando
fragmentos de HSA generados por digestion de tripsina y pepsina, Bos et al. propusieron que los
sitios | y Il de HSA se encontraban localizados en los dominios Il y Il de la proteina (Figura 1,
seccion I-3.6), respectivamente.®' De esta manera, la mayoria 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, UV-
Visible, desplazamiento de pruebas fluorescentes, ultracentrifugacion y dialisis, entre otras.52:65
Sin embargo, con el avance de las técnicas de cristalografia y de difraccion de rayos X, se
comenzd a conocer con mejor detalle no solo la estructura de HSA, sino también las estructuras
de la proteina co-cristalizada con diferentes ligandos.5¢-70 Este nuevo panorama advirtié sobre la
existencia de otras cavidades en las que se pueden establecer interacciones.”'7> Ademas, cabe
destacar la importancia que estan teniendo en nuestros dias las herramientas computacionales
aplicadas a varios sectores de la ciencia como complementos fundamentales en la busqueda del

conocimiento. En este contexto, el empleo de técnicas de simulacion computacional, como las de
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acoplamiento molecular o docking, han contribuido en gran medida a la comprensién de la
naturaleza de las interacciones, complementando los resultados experimentales y ampliando los
esquemas iniciales de interaccion ligando-HSA.76-83

En el caso particular de la interaccion entre Andb y HSA, se han publicado algunas
investigaciones realizadas por Seedher y Kanojia, quienes estudiaron la asociacién de los Andb
Gliclazida, Repaglinida, Glipizida y Glimepirida con HSA.848 Estos autores encontraron que
Gliclazida y Repaglinida se unen solo al sitio | de HSA, mientras que Glipizida y Glimepirida se
unen a los sitios 1 y Il de la proteina. En general, la cuantificacion de las constantes de binding en
estos estudios se realiz6 mediante técnicas de fluorescencia y la identificacion de los sitios
involucrados, mediante desplazamiento de pruebas fluorescentes. Respecto de esta Ultima
técnica, es importante tener en cuenta que si bien ha sido ampliamente utilizada en la prediccion
de los sitos involucrados en la asociacién ligando-HSA, presenta algunas debilidades. Estos
experimentos se basan en la utilizacion de pruebas moleculares fluorescentes que se unen
especificamente a los sitios | 0 Il de HSA 0 a ambos. Experimentalmente se observan los espectros
de emision de la prueba fluorescente inicialmente unida a HSA en presencia del ligando. Si ocurre
alguna modificacidn en la emisién, es probable que dicho ligando esté desplazando a la prueba
fluorescente de su sitio de unidn, y que por lo tanto el ligado se una al sitio en cuestién. Los
cambios que se detectan son similares a los que se observan cuando la prueba fluorescente pasa
de un entorno hidrofébico hacia un medio polar.4® Sin embargo, una dificultad que puede generar
una interpretacion errénea de los resultados, es el hecho de que los cambios en la emisién 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 cuantico de fluorescencia, debido a cambios conformacionales que
ocurran en HSA por interaccidn del ligando con otros sitios de binding .4 Ademas, esta metodologia
queda limitada a la investigacion de la asociacion ligando-HSA Unicamente en los sitios | 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 méas versatiles y sensibles en el estudio
de las interacciones entre una proteina y un ligando.8 En el caso particular de HSA, la técnica se
aplica excitando al Unico residuo triptéfano (Aexc = 295 nm), cuya emisién de fluorescencia puede
desactivarse en presencia del ligando. De este modo, la ventaja que se presenta, es que la
interpretacion de los resultados es mucho mas sencilla debido a que la informacion proviene desde

un unico fluoréforo, que ademas resulta sensible a los cambios que ocurren en su entorno.
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Otros estudios sobre la interaccién Andb-HSA propusieron®” que Acetoxamida y Tolbutamida
se unen a los sitios | y Il de HSA con afinidades similares y constantes de binding del orden de
104-105 M-'. Estos resultados han sido obtenidos mediante cromatografia 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
patolégicas muy importantes en los pacientes diabéticos.® En estas condiciones de hiperglucemia
no controlada, pueden ocurrir reacciones no enzimaticas de los grupos cetona o aldehido de
glucosa con los grupos amino de proteinas, formando de esta manera los llamados productos de
glicacion avanzada, también conocidos como AGEs (Advanced Glycated End Products).8.20 Estos
productos no solo pueden causar perjuicios en las funciones biologicas de las proteinas, sino que
ademas se ha informado su contribucion a las condiciones de estrés oxidativo, ya que son capaces
de inducir la generacion intracelular de EROs.?"

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 fototoxicas y los indicios que relacionaron las
propiedades antioxidantes de HSA a sus capacidades de binding, es que resulta sumamente
interesante estudiar los procesos de degradacion 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 degradacién de estos Andb mediados por EROs. También evaluar qué influencia
ejerce sobre dicho proceso, el binding o interaccion de estos compuestos con HSA, considerando
los indicios ya existentes de las interacciones Andb-HSA e incursionando ademas, en la busqueda
de nuevas evidencias experimentales que permitan explorar un panorama mas amplio del modelo
de interaccion Andb-HSA.

Por otro lado, es importante ademas, estudiar la generacion de productos de oxidacion
derivados de la interaccion de los Andb con EROs que sean eventualmente téxicos 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 asociacion Andb-HSA
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como en la fotodegradacion mediada por O('Ag), proceso degradativo fundamental del sistema

en estudio.
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I-2. OBJETIVOS

|-2.1.GENERAL

J
0’0

Estudiar el potencial proceso de degradacion mediado por EROs de compuestos

antidiabéticos e investigar la influencia de HSA en dicho proceso.

|-2.2.ESPECIFICOS

/
0.0

X3

S

>

Caracterizar la asociacién de Gliclazida (Gli) y Glipizida (Glip) a HSA mediante la
determinacion de constantes de asociacion o binding, deteccién del numero de sitios
involucrados en la union y determinacién de los parametros termodinamicos de
interaccion.

Identificar y caracterizar los sitios de union de Gli y Glip a HSA mediante estudios teéricos
de acoplamiento molecular (docking).

Estudiar la cinética y los mecanismos de degradacion sensibilizada de los sistemas Gli,
Glip, HSA, GIli-HSA y Glip-HSA mediados por EROs, en presencia del pigmento natural
Riboflavina y del sensibilizador artificial Perinaftenona.

Identificar los productos de fotooxidacion mediada por oxigeno singlete de los Andb.
Evaluar la potencial toxicidad de los productos de fotooxidacion de los Andb in vitro.
Investigar la influencia de glucosa sobre los procesos de binding entre los Andb y HSA,
como asi también sobre la fotooxidacion sensibilizada por Perinaftenona de los sistemas
Andb y Andb-HSA.
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|-3. CONSIDERACIONES TEORICAS

I-3.1. OXIiGENO

El oxigeno aparecid en la tierra hace aproximadamente 2 billones de afios gracias a la
evolucién de las cianobacterias,? microorganismos capaces de realizar fotosintesis. Si bien en la
actualidad solo representa el 21% de los gases presentes en la atmosfera, el oxigeno en su estado
fundamental es vital para la mayoria de los organismos. A través de la respiracion celular, el
oxigeno es capaz de generar una cantidad considerable de energia que permite el desarrollo de
la vida y evolucion en los seres vivos.

A pesar de ser una molécula sencilla, oxigeno posee propiedades inusuales respecto del
comportamiento magnético, espectroscopico y reactivo. La explicacion a este fendmeno proviene
de la configuracién electrénica de esta molécula. Dos atomos de oxigeno con sus seis electrones
se unen para formar una molécula cuya configuracién electronica (siguiendo la regla de Hund) en
su estado fundamental puede ser descripta de la siguiente manera: O, (Fundamental): (core)
(m)2(ry) (") ()’

Como puede notarse, todos los electrones, con excepcién de |os que ocupan los orbitales 17",
se encuentran apareados. Estudios previos®3% indicaron que esta configuracion podria generar
tres estados electronicos: un triplete O2('Zy) y dos estados excitados singletes O2('Ag) y O2("Zg*),
dependiendo de la posicion que tomen los electrones en los orbitales de antienlace 1 y sus

estados de espin correspondientes (Esquema 1):

t E (Kcalimol)

M5 —— = 0, ('%,")
mr n’

251 —-t ! L 0,(')
* * * *
neomtom oo,
4 00
0 m’ "v*

Esquema 1: Diagrama de los posibles estados de espin de los electrones del HOMO del oxigeno.
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Los estados O2('Ax)y O2('4y) que se obtienen cuando los electrones se encuentran apareados
en los orbitales (mx*)? o (m,*)? respectivamente, se encuentran degenerados y generalmente se
los refiere como al estado “singlete” u Oz('Ay).

Los estados excitados O2('Ag) ¥ O2('2Z4*) se encuentran respectivamente a 22,5 y 37,5
Kcal/mol por encima del estado fundamental (Esquema 1).% Los tiempos de vida radiativos de
02('Ag) ¥ O2('Z4*) son de 2,7x103seg y 7,1 seg respectivamente, los que pueden considerarse
relativamente largos.% Sin embargo, estos tiempos de vida no son observables bajo condiciones
normales de presion o en solucién, puesto que ocurren desactivaciones quimicas y colisionales
muy eficientes de ambos estados excitados. Para el caso de O2('Ag), se ha indicado que éste
podria interaccionar con el solvente de manera que la transicion O2('Ag) a Oz (3Zy) sea posible,
aunque segun las reglas de seleccién, la misma estaria prohibida.

Como se mencion6 anteriormente, O2(3Zy) presenta una configuracion electronica en la que
sus Ultimos dos electrones se encuentran desapareados (configuracion de espin triplete). De esta
manera, la posibilidad de que ocurra una reaccion entre O(32¢) y otras moléculas se encuentra
bajo la restriccion que imponen las reglas de seleccion, ya que la mayoria de las moléculas en
estado fundamental poseen apareados sus electrones de valencia (configuracion de espin
singlete).%7.98

De los estados electronicamente excitados de oxigeno, puede decirse que si bien se
conoce®:1%0 que O2('Zy*) presenta reactividad frente a algunas moléculas, Oz('Ag) constituye el
estado excitado de mayor participacion en reacciones con una gran variedad de moléculas,
muchas de las cuales pertenecen a biomoléculas de gran importancia.'0'.'%2 En la siguiente

seccion se discutira en mayor profundidad éste aspecto.

[-3.2, ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO (EROS)

Las especies reactivas de oxigeno (EROs) se definen como una serie de moléculas derivadas
de oxigeno, que se caracterizan por ser muy reactivas. Entre ellas se distinguen especies
radiaclarias como el anién radical superéxido (O2+), radical oxidrilo (HO*), radical peroxilo (RO2*) y
radical perhidroxilo (HO2"), y especies no radicalarias como perdxido de hidrégeno (H202), oxigeno
singlete (O2('Ay)), &cido hipocloroso (HOCI) y ozono (O3). La razén por la que estas especies son
muy reactivas puede atribuirse a su gran poder oxidante, o bien a que son especies radicalarias.
Por definicién, un radical es una especie que existe en estado independiente y posee uno o méas

electrones desapareados. Dado que los electrones tienden a estar mas estables apareados en un
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orbital, las especies radicalarias tienden a ser mas 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 Uitimo caso, el radical puede tomar un electrén
desde la molécula y completar el par, donar su electron o unirse a ella. Una caracteristica comin
de estas reacciones es que siempre se forma un radical y suelen seguir mecanismos de reaccion
en cadena.'03

Desde un punto de vista netamente quimico, la formacion de estas EROs ocurre por reduccién
secuencial del oxigeno mediante reacciones de transferencia de electrones al mismo, generando
de esta manera anion radical superoxido, peréxido de hidrégeno y/o radical hidroxilo (Esquema
2).104

Oxigeno Anion Radical Anion Anién Anidn
Superéxido Peroxido Oxeno Oxido

0,(%,) —> 0,- —> 0,72 —> owl'Z > 0-—=3 0>
H#

Vo R

0u('4,) 0, H,0, H,0 HO' H.0
Oxigeno Radical Peréxido de Radical
Singlete Perhidroxilo Hidrogeno Hidroxilo

Esquema 2: Generacion de diferentes EROs por transferencia de energia o por reduccion secuencial de oxigeno.

A su vez, existen otros procesos que dan lugar a la formacidn de especies no radicalarias
como Oy('Ag), que seran comentados a continuacion.

Teniendo en cuenta que este trabajo de tesis se encuentra orientado a los sistemas biolégicos,
en la siguiente seccion se describiran los procesos de formacion y reactividad de radical anién
superdxido, perdxido de hidrégeno y radical hidroxilo, especificamente a nivel celular. Por su parte,
ya que dentro de los objetivos de este trabajo se encuentra el estudio de los procesos de
fotodegradacion sensibilizada de los sistemas Andb, HSA y Andb-HSA, mediados por Oz('Ay), la
descripcion de las caracteristicas, generacion, desactivacion y deteccion se realizara en mayor

detalle en una seccion especialmente dedicada a esta ERO.
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[-3.2.1. Anion Radical Superéxido:

El anién radical superoxido (O2) se forma en la célula principalmente durante el proceso de
respiracion celular en las mitocondrias.051% En este proceso, ocurre la transferencia de
electrones a través de un complejo de proteinas asociadas a la membrana interna de la
mitocondria, denominado cadena transportadora de electrones. Recientemente, se ha demostrado
la generacion de Oy a través de estos complejos proteicos.'07.108 Entre ellos se encuentran el
complejo | (Nicotinamida adenina dinucledtico reducido co-enzima Q reducatasa, NADH coQ
reductasa), el complejo Il (succinil dehidrogenasa) y el complejo Il (ubiquinol citocromo ¢
reductasa). Aparentemente, los electrones que estan involucrados en la cadena respiratoria se
escapan de los transportadores y llegan al oxigeno, reduciéndolo hasta Oz

Existen algunas enzimas que también contribuyen a la formacion de O2. Un ejemplo son las
enzimas Nox, un complejo de proteinas denominadas NADPH oxidasas.'% Estas enzimas actlan
mediante estimulos celulares transfiriendo electrones al oxigeno, formando Oze- 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. 10

Por otro lado, algunas moléculas como glucosa se pueden oxidar en presencia de oxigeno,
transfiriéndole un electrén y dando origen al radical O, Este hecho se relaciona con los
escenarios de estrés oxidativo caracteristicos en los pacientes diabéticos, cuyos tejidos se
encuentran expuestos a altas concentraciones de glucosa por largos periodos de tiempo.'"" Los
tioles también se pueden oxidar en presencia de oxigeno, generando radicales de azufre, Oy~ y
OH:. Este proceso se favorece a pH alcalino y en presencia de iones metalicos como los iones de
cobre e iones de hierro. 112113

A pesar de su naturaleza radicalaria, O2 no presenta una gran reactividad en solucion
acuosa.'* Sin embargo, su poder reactivo se encuentra, en la selectividad con que reacciona. 1%

Por ejemplo, Oz puede reaccionar con el radical NO* para formar peroxinitrito (ONOO"):

0,* + NO*——ONOO (Ec.1)

Este producto se protona rapidamente a pH fisiolégico para formar acido peroxinitroso
(ONOORH), un agente altamente oxidante que es capaz de reaccionar con ADN, proteinas y otras
biomoléculas importantes.’'® Ademas, se sabe que O inactiva algunas enzimas que son
importantes en el metabolismo de aminoacidos y en la produccién de energia. Estas enzimas son

complejos de Fe-S, que al ser inactivadas u oxidadas por O*liberan iones Fe al medio.''>De esta
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manera, estos iones pueden quedar disponibles para participar en la reaccion Fenton, que sera
detallada mas adelante. De esta manera, la importancia de la formacion de Oz~ en las células
proviene de las transformaciones potenciales que este radical puede tener en especies mucho
mas reactivas. A continuacién se detallara la generacién y caracteristicas de otras EROs y su

relacion con Oy

[-3.2.2. Perdxido de Hidrogeno (H202)
En las células, la mayor parte de H202 se forma a través de la reaccion catalizada por la
enzima Superoxido Dismutasa (SOD). Su funcidn es la desactivacion especifica de Oz formando

como productos Oz y H202, tal como se muestra en la siguiente reaccion:

0, + 0, +2H" —2 3H.0,+0, (Ec.2)

A pesar de ser un producto de desactivacion de otra especie (el anién radical superéxido), la
produccion de H20 es importante porque también cumple con algunas funciones fisioldgicas en
la célula. No solo en la defensa inmune frente a agentes patégenos sino que ademas se sabe que
es necesario como co-factor de la tiroperoxidasa, una enzima importante en la etapa final de
sintesis de la hormona tiroides.""” Otras fuentes generadoras de H:O son ciertas enzimas
involucradas en el empaquetamiento de proteinas en el reticulo endoplasmatico de células
eucariotas, como es el caso de la disulfuro polimerasa y oxidoreductina 1. Su funcién es catalizar
reacciones de transferencia de electrones empleando flavina adenina dinucleétido (FAD) y
oxigeno, donde éste Ultimo actia como aceptor final de los electrones produciendo H202 118

Por otro lado, se ha sugerido |a formacion de H.02 mediante una reaccién catalizada por la
enzima xantin-oxidasa a partir de H20 y 0.1

H.0; se caracteriza por ser una especie poco reactiva debido a que no es radicalaria. Sin
embargo, al igual que Oz, es selectivo en su reactividad. Por ejemplo, en presencia de iones Fe(ll)
es capaz de generar una especie mucho mas reactiva mediante una reaccidn conocida como

reaccion Fenton;120

H,0, + Fe”? ——>O0H* +OH™ +Fe**(Ec. 3

Existen muchas evidencias experimentales que indican que la reaccién ocurre con el ion Fe(ll)

acomplejado a un ligando (L), que puede ser una molécula de EDTA, fosfato o algun quelante
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biolégico. En este mecanismo se ha propuesto la formacién de un intermediario “perdxido-ferroso”

que aun se encuentra acomplejado al ligando: 12*

H,0, +L-Fe? — L —Fe(H,0,)? (Ec. 4)

L—Fe(H,0,)”? ——>L—Fe” +0H" +OH (Ec. 5
L —Fe(H,0,)? —L—Fe™ + 20H (Ec. 6)

Como se puede observar, el intermediario L-Fe(H20,)*2 puede generar el radical OH* (Ec. 5)
o el anion hidroxilo (Ec. 6). Las velocidades con que pueden ocurrir estos procesos y en
consecuencia la produccion de radical OH", dependeran por un lado de la accesibilidad del H.0; y
por ende de la naturaleza del quelante, como también del pH del medio.

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

especifico de la reaccidn Fenton en la que también se involucra el radical Oz

0y +H,0,—%F ,0H* +OH +0, (Ec.7)

Esta reaccion también puede ser catalizada por Cu(l) y es una de las reacciones que (como
se indic6 previamente) le otorga al Oz una potencial toxicidad debido a la formacion de OH*.

También se ha observado que mediante la accion de la enzima mieloperoxidasa, H202 puede
interaccionar con Cl-para formar acido hipocloroso (HCIO), una especie muy oxidante implicada
en el sistema inmune del organismo.'22

Por otro lado, se sabe que la acumulacién de H.0O; puede ser dafina porque es capaz de
causar destruccion a nivel de acidos nucleicos (ADN) y membranas celulares por liberacion de
iones Ca*2 en el interior celular, lo que activa el funcionamiento de nucleasas y proteasas

dependientes de este ion. 123

I-3.2.3. Radical Hidroxilo (OH')

El radical hidroxilo (OH") se puede formar en medios biolégicos por absorcion de radiacion de
alta energia de las moléculas de agua. Existe una ruptura homolitica a nivel del enlace OH-H que
genera los radicales H' y OH'. Sin embargo, las fuentes mas importantes de radical OH* son la
reaccion Haber-Weiss y la reaccidn Fenton (Ec. 7 y Ec. 3, Introduccion, seccién 1-3.2.2).

OH-* es conocido como una de las especies mas reactivas en |os organismos vivos. Puede

reaccionar facilmente con proteinas y acidos nucleicos, combinandose y formando otras especies
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radicalarias.’?* Es tan reactivo que una vez generado in vivo, presenta un tiempo de vida que se
encuentra en la escala de los microsegundos.'® Ademas, OH* es capaz de abstraer hidrogeno,
por ejemplo, de los carbonos de cadenas de &cidos grasos poliinsaturados, reaccidn méas conocida
como peroxidacion. Las cadenas carbonadas de los fosfolipidos de las membranas celulares son
blancos muy comunes de OH'. Estas reacciones dan lugar a la formacion de los radicales
centrados en el carbono, que a su vez, pueden combinarse con oxigeno para dar los radicales
peroxilo. Estos pueden iniciar una reaccion en cadena que ataca a las cadenas carbonadas
adyacentes causando un gran dafio oxidativo en los sistemas bioldgicos. Incluso, puede abstraer
hidrogeno de los grupos tioles reducidos. Estos a su vez, se pueden combinar con oxigeno y formar
especies sulfuradas (RSO- y RSO»-) de naturaleza radicalaria, que son muy importantes a nivel

celular por su potencial efecto destructivo.'25-127

I-3.3. BALANCE REDOX

Tal como fue indicado anteriormente, se ha propuesto que las EROs cumplen importantes
funciones en determinados procesos fisiologicos y por tal motivo son importantes para el
funcionamiento normal de la célula. Entre algunos de los ejemplos, se sabe que Oy H02
intervienen en la fisiologia vascular normal, regulando el diametro vascular en respuesta a factores
ambientales de estrés.128 Por otro lado, en situaciones de hipoxia se liberan EROs que funcionan
como sefializadores celulares que desencadenan una serie de respuestas funcionales que tienden
a subsanar dicha situacién.'?® Ademas, las EROs participan en la respuesta inflamatoria que
desactiva a patégenos, siendo de esta manera una herramienta fundamental del sistema
inmune.’3 También se sabe que las EROs participan como sefializadores quimicos en la
regulaciéon génica y en la transcripcién de determinados genes mediante la estabilizacion de
cromatina.’! Estos son sélo algunos ejemplos de la funcién que cumplen estas especies en
procesos fisiolégicos importantes.

Sin embargo, también se ha relacionado a las EROs en el desarrollo de determinados cuadros
patologicos. 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 produccién de EROs a
través de diferentes mecanismos bioquimicos, como la autooxidaciéon de gliceraldehidos,
activaciéon de proteinquinasa C, produccion de sorbitol y metilglioxal y fosforilacién oxidativa.132
Este incremento desmedido en EROs afecta principalmente a las células secretoras de insulina

(células beta del pancreas).133 Por ofro lado, se sabe que las EROs estan vinculadas al desarrollo
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de cancer a través no sélo de la generacién de mutaciones en el material genético o activacién de
oncogenes, sino que también se ha comprobado que actuan como sefializadores quimicos que
permiten el desarrollo de la carcinogénesis.’® En el caso de la hipertension, recientes
investigaciones han indicado que cantidades anormales de O2* pueden causar una reduccién en
la biodisponibilidad de éxido nitrico que funciona como vasodilatador. También se sabe que un
exceso de EROs puede causar efectos téxicos sobre las células del cerebro, estando asi
relacionadas con enfermedades como Parkinson y mal de Alzheimer.135

Como puede observarse, las EROs son importantes para que una gran variedad de procesos
fisiologicos puedan ocurrir normalmente, pero tambien 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 esta representado
por un conjunto de enzimas denominadas Catalasa (CAT), Glutation Peroxidasa (GSH) y
Superoxido Dismutasa (SOD).'23 Las dos primeras desactivan a H.O2 (Ec. 8 y Ec. 9) mientras que
la Ultima desactiva a O™ (Ec. 2, Introduccién, seccion 1-3.2.2). Las reacciones involucradas en la
desactivacion de H202 son las siguientes:

H,0, —*T 5H,0+0, (Ec.8)

2GSH +H,0, —S¥-F> ,GSSG+H,0 (Ec. 9

SOD comienza con el ciclo de atenuacion dismutando Oz a H02. Seguidamente, CAT
desactiva a H20, formando agua y oxigeno (Ec. 8) y/o Glutation peroxidasa (GSH-perox) puede
desactivar H20; produciendo agua, '3 (Ec. 9) con la consecuente oxidacion de Glutation reducido
(GSH) a oxidado (GSSG). Se ha propuesto que GSH es mas eficiente en esta desactivacion ya
gue se encuentra en los mismos compartimientos celulares (citosol y mitocondria) que SOD. Otra
defensa primaria frente a EROs es la existencia de proteinas que acomplejan Fe (Transferrina) o
proteinas del suero como albimina, que acomplejan Cu. Estas proteinas poseen una alta afinidad
por dichos metales, de manera que su existencia en el plasma como iones libres se reduce al
minimo.31.137 De esta manera, la posibilidad de catalizar la reaccion con H20.y formar OHe se
encuentra minimizada (reaccién Fenton).

Por otro lado, existen mecanismos secundarios de defensa que involucran la participacién de
compuestos denominados antioxidantes, que son capaces de reaccionar con las EROs y

atenuarlas en productos no dafinos. 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 lipoproteinas del
plasma, que funciona como un antioxidante de cadena abierta. Su reaccion con especies
radicalarias (por ejemplo derivadas de la lipoperoxidacion) da lugar a la formacion de un radical
que es poco reactivo. Se ha propuesto ademas, que dicho radical puede regenerar a-tocoferol
mediante su reaccion con acido ascorbico (Vitamina C) o GSH.'38 Otros compuestos también se
caracterizan por su capacidad antioxidante. Entre ellos se encuentran los carotenos, acido Urico y

polifenoles.

I-3.4. OXIiGENO SINGLETE O2('Ag)

I-3.4.1. Generacion de O2('Ag)
La generacidn de esta especie a nivel celular puede ocurrir a través de procesos quimicos o

por sensibilizacidn, que se comentaran a continuacion.

I-3.4.1.a. Procesos Enzimaticos

Dentro de los procesos quimicos no sensiblizados se encuentran fas reacciones catalizadas
por enzimas como mieloperoxidasa y eosinofilo peroxidasa,’3®4' presentes en ciertos tipos
celulares como eosindfilos'#? y macréfagos.'#3 En el caso especifico de la reaccidn catalizada por

mieloperoxidasa, H20, y acido hipocloroso reaccionan como se muestra en la siguiente ecuacion:
ClO” +H,0, ———>OZ(’A9)+CI‘ +H,0 (Ec. 10)

La produccion de Ox('Ag) ocurre a partir del anion peroxido de cloro (CIOO-) que es un
intermediario en la reaccion. La generacién de esta especie a través de estos procesos se

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

I-3.4.1.b. Reaccioén de H>0;con peroxinitrito

H202 también puede reaccionar con peroxinitrito (Esquema 3),™4 un compuesto biologico
formado por interaccion de los radicales Oy NO* (Ec. 1, Introduccion, seccion 1-3.2.1), para
formar Oa("Aqg).

Los estudios de esta reaccién sugieren que ONOO- reacciona en su configuracion cis con

H>O2 en un mecanismo concertado.
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AN AN

N// QO —» N O — » N02 Hzo + Oz(lAg)
\ ; (\/ \\
(o—o H © OoH

Esquema 3: Mecanismo de reaccion de peroxinitrito (ONOO-) con perdxido de hidrégeno (H20z) para la formacion de
02" Ag).

[-3.4.1.c. Descomposicion térmica de endoperdxidos
Los endoperoxidos se forman por reaccion de compuestos derivados de antraceno,
principalmente con oxigeno, mediante procesos sensibilizados.'#5 La descomposicion térmica de

estos endoperdxidos (Esquema 4) genera Ox('Ag).'46

R R
h Calor
_V> I + OZ(IA )
g
0,
R R

Esquema 4: Formacion de Oz('Ag) por descomposicion térmica de endoperdxidos.

Se sabe que la reaccion avanza mediante un mecanismo concertado de ruptura de los enlaces
C-0. Ademas, se ha indicado que la mayor parte de [a energia de activacion de esta reaccion es
utilizada eficientemente para generar la excitacién electrénica y consecuente produccién de
O2(1Ag). 148

1.3.4.1.d. Autodescomposicién de radicales hidroperoxilo
La autodescomposicion de radicales sec-butilhidroperoxilo es capaz de generar Ox('Ag) como

se propone en el siguiente esquema.’47

0-—0

0. \v}o y—°
2>< 0 — = KE / — 0 + + 0y'ap
H O)><1

Esquema 5: Formacién de O2('Ag) por auto-descomposicién térmica del radical sec-butil hidroperoxido.
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Esta misma reaccion también ocurre en el caso de los radicales hidroperoxilo de acido
linoleico. En las células de mamiferos, las membranas celulares y microsomas se encuentran
formadas por acidos grasos insaturados como el linoleico. En presencia de especies radicalarias,
dichos é&cidos grasos pueden sufrir peroxidacion lipidica y generar radicales hidroperoxilo. La

autodescomposicién de éstos es capaz de producir de esta manera Oz('Ag).

I-3.4.1.e. Sensibilizacion

Los procesos sensibilizados para la generacion de Oz('A,) ocurren segun se muestra en el
Esquema 6. En el proceso [1], el sensibilizador, que generalmente puede ser un colorante o
pigmento, es capaz de absorber radiacion de una determinada longitud de onda
(hv) produciéndose la especie electronicamente excitada singlete ('S’). Esta Ultima, a través de
un proceso de inversidn de espin o entrecruzamiento de sistema (kisc), genera la especie
electrénicamente excitada triplete (3S"). Por Ultimo, 3S” transfiere su energia (ker) al oxigeno (O

(3Z47)) formando como consecuencia Ox('Ag), como se describe en el proceso [2].

hv Kisc
§ — 1§* — 3g* [1]
k
I +0,0Z) — 5 +0,('a) [2

Esquema 6: Esquema cinético de la generacion fotosensibilizada de O2("Ag). S: sensibilizador; kisc: constante de

velocidad de entrecruzamiento de sistemas; ket: constante de velocidad de transferencia de energia.

I-3.4.2. Desactivacion de O('Ag)
Independientemente de su origen, Ox('Ag) puede desactivarse a través de varios procesos tal

como se muestra en el siguiente esquema.

ky
0,('Ag) > 0, (3%y) +calorohv  [1]
kq
0,('Ag)+ A >0, (%g) +A [2]

k.
0,('Ag)+ A —> AO, - productos (3]

Esquema 7: Esquema cinético de los procesos de desactivacion de O2('Ag). A: sustrato fotooxidable. ks: constante
de velocidad de desactivacion de Oz('Ag) por colisiones con el solvente; kq constante de velocidad de desactivacion

fisica de O2('Ag) por un sustrato Ay k: constante de velocidad de desactivacion quimica de Oz('Ag) por un sustrato A.
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Como se observa en el Esquema 7, una vez formado, Ox('Ag) puede decaer al estado
fundamental espontaneamente (kq, proceso [1]). No obstante, en presencia de un determinado
sustrato (A), Ox('As) también puede desactivarse por via fisica (kq, proceso [2]), quimica (k,
proceso [3]), 0 ambas. Los detalles respectivos a estos procesos de desactivacion de Oz('Ay) se
realizaran mas adelante.

En este contexto, es interesante comentar que existen varias evidencias que sugieren un
mecanismo en el que Oz('A,) puede ser desactivado por ciertos compuestos al formar un complejo
de encuentro (Esquema 8), que posee un caracter parcial de transferencia de carga, en el que

02('Ay) actua como aceptor de electrones’8.

kdlf k
A + 0y'A) &= [A%*—0,('A,)>]—— Productos
-d¥

kISC

kq
[A + O)LA)] «——[A——-0,(,)]

Esquema 8: Diagrama descriptivo de la formacién y reacciones del complejo de encuentro entre O('Ag) y un sustrato

fotooxidable A.

Este complejo de encuentro ha sido propuesto para compuestos como sulfuros,49.150
aminas, '49.150. 131 alquenos, 5! indoles, 152153 furanos, 193 fenoles49.154.155 y éteres endlicos. 1%

Gorman et al.’931%.1% han propuesto que dicho mecanismo ocurre para O('A¢) con
compuestos orgénicos dentro de los limites en los que & >> kisc (desactivacion reactiva) y kisc >>
k. (desactivacién fisica). El balance entre estas constantes de velocidad esta determinado por la
funcién acoplamiento espin-orbita y factores de entropia. Las evidencias experimentales que
favorecen este mecanismo, indican que el complejo de encuentro se forma en un equilibrio rapido
y reversible.

Por otro lado, dado el caracter de separacion de cargas que se ha planteado para el complejo
de encuentro que se forma, es importante considerar que su formacion tendrd una gran
dependencia con la capacidad dadora de electrones del sustrato, puesto que este factor podria
modificar las restricciones de entropia del estado de transicidén, como los requerimientos de

reorganizacion del solvente.
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I-3.4.2.a. Desactivacion espontanea
02('Ag) decae al estado fundamental de manera espontanea, mediante un proceso radiativo

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

1-3.4.2.b. Desactivacion fisica de Oa('4,)

Este tipo de desactivaciones (proceso [2] del Esquema 7) ocurre a través de un mecanismo
de transferencia de energia de O2('Ag) @ un sustrato determinado (polienos y compuestos
altamente conjugados’49.150). Esta via esta permitida por espin y solo se requiere que el sustrato

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

I-3.4.2.c. Desactivacion reactiva de Ox('4,)

En este tipo de desactivaciones, Oy('Aq) reacciona quimicamente con el sustrato (k, proceso
[3] del Esquema 7). Los electrones de Ox('Ay) estan apareados en un orbital mientras que el otro
queda vacio, razén por la que la mayoria de las reacciones quimicas que sufre esta especie
involucran dos electrones. Asi su reactividad es muy similar a la de los compuestos insaturados.
Ejemplos de este tipo de reacciones son las adiciones de O2('A,) a dienos en moléculas organicas
heterociclicas para formar endoperdxidos. 157 Aqui cabe sefalar las reacciones de cicloadicién del
tipo [2+2] produciendo dioxetanos, como también cicloadiciones [4+2]. También puede reaccionar
con olefinas que contengan atomos de hidrogeno arilicos para formar hidroperoxidos. Estas
Ultimas son tipicas en el caso del colesterol y acidos grasos insaturados. Este tipo de reacciones

seran detalladas a continuacién.

Reacciones tipicas de Oaf'4,)
++ Reacciones tipo “eno”
Oo('Ag) puede reaccionar uniéndose a olefinas alquilicas, con migracion del doble enlace.
Como resultado se forman hidroperoxidos alilicos que pueden ser convertidos facilmente a

compuestos carbonilicos o, insaturados y alcoholes alilicos.'58

K 02('Ap) (\OOH
—_—

Esquema 9: Reaccién de Oz('Aq) con dobles enlaces tipo “eno”.
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Se han propuesto® varios mecanismos para esta reaccion, los que involucran la formacién
de un “perepodxido” o un biradical. Sin embargo, se suele decir que este tipo de reacciones sigue

un mecanismo concertado tipo “eno”.

<+ Reacciones de cicloadicion tipo [4+2]
02('Ag) puede reaccionar también con alquenos o hidrocarburos aromaticos en las tipicas

reacciones de cicloadicion [4+2], para formar endoperoxidos.

R
hv
—_—
0,
R

Esquema 10: reacciones de cicloadicidn [4+2] con O2('Ag).

Se ha postulado que el mecanismo de estas reacciones involucra la formacién de un birradical
singlete, con la posterior formacion del ciclo. Sin embargo, en el caso de aromaticos se ha

propuesto que el mecanismo es concertado.?

¢+ Reacciones de cicloadicion tipo [2+2]
0("Aq) puede reaccionar con alquenos por cicloadicidn tipo [2+2). En solventes polares, esta
reaccion favorece la formacion de dioxetanos. Ademas, es una reaccion tipica de olefinas ricas en

electrones.160-162

R R R (0]

Esquema 11: reacciones de cicloadicién [2+2] con Oz('Ag).

La mayoria de los dioxetanos formados suelen descomponerse rapidamente a compuestos

carbonilicos en una reaccién exotérmica que esta acompafiada de luminiscencia.
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Estos mecanismos de desactivacion pueden competir entre si y la velocidad con que ocurra

cada uno dependera de las caracteristicas 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 degradacion mediada por Oz('Aq) de Andb, a continuacion
se describiran brevemente algunos ejemplos de las reacciones tipicas de O2('Ag) que fueron
presentadas en la seccion anterior, con compuestos de importancia biolégica como aminoéacidos

y proteinas.

Ejemplos de reacciones tipicas de Ox('Ay) con sustratos de importancia bioldgica

02('Aq) puede reaccionar con biomoléculas fundamentales como ADN, lipidos, colesteral,
proteinas y aminoacidos. Una aplicacién actual en medicina que emplea estas propiedades
reactivas de O2('Aq) es la terapia fotodinamica (PDT: Photodynamic Therapy).'83 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 generacion 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 O("Ag) con moléculas de interés bioldgico, es que el comportamiento de esta
especie en el medio celular puede ser muy diferente del que se conoce en solucién. Es por ello
que en los Ultimos tiempos ha crecido el interés en las investigaciones sobre la reactividad y
caracteristicas de Ox('Ag) en medios celulares.83.165-167 Un conocimiento que surge como ejemplo,
a partir de dichos estudios, es la existencia de una gran heterogeneidad espacial y temporal que
controla los parametros de difusion y tiempo de vida (ta) de O2('Ag)."88 En principio, se habia
indicado que el taen medios celulares podia estar entre los 10-300 ns, valores razonables bajo la
hipdtesis de que en la célula se concentran una gran variedad de agentes desactivadores de esta
especie. Sin embargo, estudios recientes han determinado valores de ta mucho mayores (entre 1-
3 us para Ox'Ag) generado en células cultivadas en medios acuosos).'8® A partir de estos
resultados se puede observar que Oz('Ag) en la célula no es desactivado tan eficientemente y que

los agentes desactivantes no se encuentran en tan altas concentraciones como se creia. 7
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% Reacciones de O('Ag) con aminoécidos y proteinas
Se sabe que las proteinas son un blanco muy comin para O('Ag) debido a su gran
abundancia, a la existencia de grupos cromoféricos en las estructuras proteicas y a sus altas
velocidades de reaccion con esta especie.!71.172
En este contexto, existen varias investigaciones enfocadas en la fotodegradacion
sensibilizada de aminoacidos y proteinas, a partir de las cuales se ha determinado que los
aminoéacidos que pueden interactuar considerablemente con Oz('Ag) son Tyr, Trp, His, Mety Cys
(Figura 42, Apéndice, seccidn V-1).173-177 L os mecanismos y cinética de fotodegradacién 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 quimico, puede decirse que
cada uno de estos cinco aminoacidos pertenece al grupo de compuestos quimicos que son
susceptibles a intervenir en reacciones fotosensibilizadas: tioles, sulfuros, imidazoles, indoles y
fenoles.'78 Si bien las reacciones comienzan en estos centros reactivos, se sabe que también
pueden ocurrir reacciones a oscuras que incluyen la participacion de los grupos amino y carboxilo
de estos aminoacidos.!”® A continuacion se comentaran algunos detalles que se conocen respecto

de las reacciones de O('Ag) con cada uno de estos aminoacidos.

< Reacciones con Triptofano (Trp)

La degradacion de Trp por O('Ag) produce una mezcla compleja de productos que depende
de las condiciones de reaccion. La reaccion inicial de Ox('Ag) con Trp puede generar como
intermediarios un dioxetano formado por adicion al doble enlace de los carbonos C2 y C3 del anillo
indol de Trp y un hidroperéxido por union al C3.7%-181 La descomposicién 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 reaccion son N-formilcirunenina y cinurenina, los cuales han
sido detectados como productos de reaccion de O2('Ag) con Trp libre y en proteinas.'”® Estos
productos son fotosensibilizadores muy eficientes de Oy('Ag), de manera que una vez iniciada la
reaccion con Trp, una exposicion prolongada a la radiacion podria generar un incremento en las
concentraciones de Oy("'Ag).'82 En investigaciones previas se pudo determinar un valor de 3 x107
M-1s-' para la constante de velocidad de reaccion de Trp con Oa("Ag) (k:), en agua. 8 Sin embargo,
estos estudios también indicaron que la componente fisica (kg) es la mayor contribuyente a la

desactivacion de esta ERO por Trp. De esta manera se cree que Trp juega un papel muy
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importante en la proteccion de las proteinas frente a O2('Aq). Sin embargo, un aspecto no favorable
de la interaccion reactiva de Trp con esta especie es la inevitable formacion de N-formilcinurenina

y cinurenina, que a su vez son buenos sensibilizadores de Oz('Ag).

¢+ Reacciones con Tirosina (Tyr)

La reaccion de Tyr con O2('Ag) ocurre en el anillo fendlico del aminoacido, especialmente
desde su forma aniénica. Es por ello que la velocidad de reaccidn depende en gran medida del pH
del medio. Si bien el anillo fenolico también reacciona en su forma protonada, la velocidad con que
lo hace es mucho menor a las velocidades con que reaccionan otros aminoacidos'84 e incluso se
ha reportado que la desactivacién de Ox(1Ag) en estas condiciones es netamente fisica. 83

El principal producto de reaccion de Tyr con Oo('Aq) es el acido 3a-hidroxi-6-oxo-
2,3,30,6,7,7a-hexahidro-1H-indol-2-carboxilico (HOHICA). En la reaccién se ha sugerido que en
primer lugar se forma un endoperdxido inestable que produce rapidamente hidroperéxidos. Estos
se caracterizan por ser muy inestables térmicamente, por lo que a temperatura ambiente se
descomponen y forman HOHICA.18 Posteriormente, se ha reportado que este producto puede
oxidarse para formar ceto-compuestos descarboxilados.

En el caso de la reaccidn de Tyr con Oy('Ag) en péptidos, se estima que el proceso donde se
cierra el ciclo para formar HOHICA es mucho mas lento, debido a que la participacion del N en el
enlace peptidico lo vuelve menos nucleofilico para que ocurra la reaccion de ciclacion. Por ello, el
principal producto de reaccion con Oo('Aq) en estos casos es el hidroperoxido que luego se

descompone para formar el correspondiente alcohol.

¢ Reacciones con Histidina (His)

La reaccidén de His con O2('Ag) ocurre en el anillo imidazol del aminoacido, mediante la
formacion de uno o varios endoperoxidos que pueden descomponerse para formar finalmente una
mezcla compleja de productos entre los que se encuentran acido aspartico, urea y derivados de
asparragina.'86.'87 Estas reacciones implican la ruptura de la estructura ciclica y se ha propuesto
que ocurre mediante un mecanismo radicalario. 88

Por otro lado, se sabe'8® que la velocidad de reaccién aumenta con el pH y que en solucion
acuosa a pH 7,1 el valor de k-es de 3,2 x10” M-'s-1, Debido a que los pasos iniciales de la reaccion
no implican la participacidn del grupo a-amino que se encuentra involucrado en la unién peptidica,

se cree que este mecanismo de reaccion podria ser el que ocurre para His en proteinas. '’
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Por otro lado, estudios previos han develado un aumento en |a componente de desactivacion
fisica (kg) cuando His forma dipéptidos. Es por ello que His resulta menos expuesta a posibles

fotooxidaciones cuando se encuentra unida a otros aminoéacidos.190

+«+ Reacciones con Metionina (Met)
El valor de k: de la reaccién’8® de Met con Oz('Ag) es de 0,86 x10” M-'s'a pH 7,1. Ademas,
se sabe'”" que la estequiometria depende fundamentalmente del pH, siendo1:1 a pH fisiologico.
Se ha propuesto que el mecanismo de la reaccion de Oz('Ag) con Met libre a pH <6 produce
una especie zwiterénica que luego puede reaccionar con otra molécula de Met generando dos

moles de sulféxido (Ec. 11).191
Met +0,('A, )——>Met” —00~ —*52Met =0 (Ec. 11)

También se ha indicado que a pH >7 y en presencia de ciertos sensibilizadores, se forma un
intermediario con una estructura ciclica formada por N y S, que luego se descompone para generar
Met=0 y H20.. En general, un aspecto interesante del comportamiento reactivo de este
aminoécido, es el que las desactivaciones de Oz('Aq) ocurren exclusivamente por vias reactivas a
pH neutro, 190

Respecto del comportamiento del aminoacido en proteinas o péptidos, es posible afirmar que
las reacciones antes propuestas seran unicamente posibles en Met libre, ya que la reaccion implica
el grupo amino que participa en el enlace peptidico. Ademas, en estudios con dipéptidos de Met
se ha encontrado una mayor reactividad para Met como aminoacido libre respecto de los

dipéptidos. 190

% Reacciones con Cisteina (Cys)
La reaccion con Cys presenta una fuerte dependencia con el pH e involucra la generacion de
disulfuro y acido cisteico, entre otros productos que todavia no han sido caracterizados. 74192193
Por otro lado, se cree que el rendimiento de estos productos puede variar dramaticamente
desde Cys libre a Cys en proteinas, donde existen impedimentos estéricos bastante

importantes. 168
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Tal como fue indicado anteriormente en algunos casos, se puede observar que la reactividad
de los aminoacidos incorporados a proteinas frente a O2('Ag) puede ser diferente de la reactividad
del aminoécido libre. Con excepcion de los que se encuentran en los extremos terminales de la
proteina, todos los aminoacidos poseen sus grupos carboxilo y amino bloqueados en los enlaces
correspondientes en la cadena polipeptidica, modificando de esta manera su susceptibilidad frente
a las reacciones con Oz('Ag). Ademas, el entorno que la proteina le proporciona a los aminoacidos
también puede influenciar su comportamiento reactivo, dependiendo del nivel de exposicion que
posea en la estructura tridimensional de |a proteina.’#

Las reacciones de O2('Aq) con los aminoacidos de una proteina pueden llegar a causar serios
dafios, especificamente en sus funcionalidades. En este sentido, es importante recordar la
estrecha relacion estructura-funcion que existe en las proteinas. Si bien se sabe que las
fotodegradaciones mediadas por O2('Ag) no han reportado rupturas a nivel de los enlaces
peptidicos, se ha indicado pérdida de actividad enzimética debido a la reaccion de O2('Ag) con
aminoéacidos de sitio activo.'® Otros ejemplos son el aumento en la sensibilidad térmica de
proteinas fibrosas luego de intervenir en reacciones de fotooxidacion, modificaciones
conformacionales, cambios en la difusion y solubilidad, entre otros. 174 La extension en el dafo
causado por las reacciones con Ox('Ag) dependera de la reactividad de los aminoacidos que
puedan ser claves en el mantenimiento de la estructura proteica.

Por otro lado, es importante destacar la existencia de endoperdxidos que pueden generarse
por reaccion de Tyr, His y Trp con O2('Ag) en proteinas bajo irradiacién sensibilizada de una
variedad de moléculas. Tal como fue comentado anteriormente, estos endoperoxidos a su vez,
pueden descomponerse para formar radicales que aumentan el dafio local. Ademas, al ser
formados sobre las complejas estructuras de las proteinas, que brindan un mayor ocultamiento e
impedimentos estéricos, estos perdxidos tienen distinta accesibilidad y en consecuencia, una
reactividad diferente. Es por ello que no pueden ser removidos tan facilmente y por tanto, tienen
tiempos de vida relativamente largos en la célula.96

En este contexto, resulta interesante volver a la discusidn que se realiz6 en la seccién anterior
respecto del comportamiento particular que O2('Aq) posee en los entornos celulares. En recientes
investigaciones se estudié la reactividad de esta ERO con residuos de Trp ubicados en entornos
muy diferentes en determinadas proteinas.97.1% |os resultados fueron interpretados en funcion

del siguiente esquema:
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! ’ kit ’ ' —ko’—u Productos de oxidacién
+ OZ(IA‘) —;4:’ _ 02(162)
- -dit ] N

Trp

Esquema 12: Mecanismo propuesto para la reaccidn de Trp en proteinas con Oz('Ag) por formacion de complejo de
encuentro. kqir: constante de velocidad difusional; k. constante de velocidad de ruptura del complejo de encuentro;

kox: constante de velocidad de formacién de productos oxidados.

Teniendo en cuenta la expresion de |la constante de velocidad de reaccién de Ox('Ag) que

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

k = kdlf kox
' k—dif + kox

(Ec. 12)

se establecen dos situaciones claras: cuando kox >> kqr, Se tiene que k- ~kqyr y se dice que la
velocidad de reaccion se encuentra en el limite difusional. En estos casos se ha indicado que
debido al caracter de transferencia de carga que el complejo de encuentro posee, uno de los
factores que mas influye en la velocidad de reaccion global es la polaridad del entorno y como la
presencia de ciertos aminoacidos puede afectar la distribucién de carga del complejo de encuentro.
Aquellas proteinas que poseen residuos aminoacidicos que proporcionan un entorno mas polar
son las que presentaron mayor reactividad.'”

Por otro lado, cuando kox << k., se tiene que kr ~kox*(kailk.ar), €s decir que la magnitud de la
constante de reaccion (k;) esta modulada por la constante de equilibrio difusional y el sistema se
encuentra en condiciones de “pre-equilibrio”.197.1%8 En este caso, se ha propuesto que cambios en
la viscosidad local como asi también la accesibilidad de Trp a O2('Ag) son los factores que afectan
la velocidad de reaccion.

De esta manera, puede decirse que la cinética de reaccion de O('Ag) se encuentra muy
influenciada por el entorno que la biomolécula le ofrece respecto de la polaridad, viscosidad y

accesibilidad de sus residuos aminoacidicos reactivos.'%
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-3.4.3. Deteccion de O2('Ag)

Una de las formas de detectar O2('Ag) consiste en la utilizacion de moléculas atrapadoras de
dicha especie, que forman productos de oxidacién caracteristicos.'s” Un ejemplo que es muy
aplicable en medios bioldgicos es el uso de colesterol, que forma 5-a-hydroperoxido, como Unico
producto. También suelen utilizarse ciertas aminas que producen compuestos n-oxil en un
mecanismo a oscuras,'%? y que pueden detectarse con técnicas de EPR (Electronic Paramagnetic
Resoncance).

Por otro lado, existen compuestos como Azida de sodio (NaNs), 1,4-diazabiciclo [2,2,2] octano
(DABCO), entre otros, que pueden inhibir la reaccion de Oz('Ag) con un dado sustrato. La
participacion de esta ERO puede detectarse cualitativamente si en presencia de estos inhibidores
se observa una disminucion en |a velocidad de reaccion de O2('Ag) con el sustrato en cuestion. 200

Por ultimo, el método mas directo para confirmar la presencia de Oa('Ag) consiste en la
deteccién de la sefial de fosforescencia a 1270 nm. El perfil del espectro de emision de
fosforescencia de esta especie es Unico y presenta un maximo localizado a 1275 nm. Una ventaja
de este método es que la emisidn de fosforescencia de la mayoria de las especies se encuentra
localizada a A<1000 nm de manera que la deteccion a 1270 nm reduce al minimo las posibles
interferencias.'’® A pesar que la sefial de fosforescencia es débil en solucién debido al corto tiempo
de vida de Ox('Ay), es detectable tanto por técnicas en estado estacionario?0 como por técnicas

resueltas en el tiempo,202-205

Dado que en este trabajo de tesis se estudia la degradacion sensibilizada de Andb libres y
unidos a HSA, a continuacion se realizara una descripcidn general de la cinética y mecanismos de
los procesos de fotooxidacion sensibilizados. Posteriormente se presentaran las propiedades y
caracteristicas fundamentales de HSA y los Andb utilizados en esta tesis (Introduccién, secciones
I-3.6y1-3.8).

I-3.5. Fotooxidaciones sensibilizadas

Los procesos de fotosensibilizacién ocurren cuando una sustancia quimica denominada
‘sensibilizador” o “fotosensibilizador” absorbe radiacidn e interacciona desde sus estados
electrénicamente excitados con otra especie quimica (tfransparente a esta radiacion), la cual sufre

modificaciones fotofisicas o fotoquimicas como resultado de dicha interaccién.208
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El primer paso de estas reacciones comienza con la generacion de la especie singlete
electronicamente excitada del sensibilizador ('S*), la que a través de un proceso de
entrecruzamiento de sistemas (Intersystem crossing, 1SC) da lugar a la especie triplete
electronicamente excitada (35*). En presencia de oxigeno el sensibilizador triplete excitado puede
reaccionar por dos caminos competitivos: mecanismos Tipo | o Tipo 11.17207 A continuacion se
explicaran cada uno de estos procesos y las herramientas experimentales a traves de las cuales

es posible distinguir entre la ocurrencia de uno y otro.

S
Productos . Productos
Oxidados l Oxidados
1
S
l Sustrato
Tipo | Tipo il
Radicaleso po 35 pe

< )
lones radicales Sustrato
6 Solvente
50 + 0y

Esquema 13: Diagrama descriptivo de las posibles vias de fotooxidacion Tipo | 'y Tipo Il.

I-3.5.1. Mecanismos Tipo |

En este caso, el sensibilizador reacciona directamente con el sustrato o solvente a través de
la transferencia de un atomo de hidrégeno o un electron, dando lugar a especies radicalarias.
Estas Ultimas pueden reaccionar a su vez con oxigeno para generar productos oxidados (Esquema
13). Los sustratos susceptibles a esta via son aquellos que presentan una mayor facilidad de
abstraer hidrégenos, o los que son ricos en electrones, como por ejemplo aminas aromaticas,

fenoles, compuestos sulfhidrilicos.

[-3.5.2. Mecanismos Tipo Il

En este mecanismo, el triplete excitado del sensibilizador le transfiere su energia al oxigeno,
produciendo Ox('Ag), el cual debido a su gran reactividad, es capaz de producir peroxidos y
especies oxidadas a través de su reaccién con moléculas organicas de altas densidades
electronicas, tal como fue discutido previamente (Introduccién, seccidn 1-3.4.2.c). Ademas, la

reaccion de transferencia de electrones desde el estado electrénicamente excitado triplete del
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sensibilizador hacia oxigeno para producir O, también es considerada dentro de este mecanismo
(Esquema 13).1%7

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 O2('Ag)?8 y por otro lado, en la distribucién de productos que puede resultar, cuando

dos o mas reacciones compiten por Ox('Ag).

I-3.5.3. Metodologia para discernir entre reacciones Tipo | y Tipo Il

Siempre existe una competencia entre los mecanismos de fotooxidacién Tipo |y Tipo ll. El
que una reaccién siga por una via o por la otra depende del sensibilizador, del sustrato fotooxidable
y de las concentraciones relativas de oxigeno, sustrato y sensibilizador. Las reacciones del
mecanismo Tipo | son muy dependientes de la concentracion. En este sentido se puede notar que
si la concentracion de oxigeno es alta, como ocurre en los medios biolégicos, lo més probable es
que las reacciones sigan el mecanismo Tipo II, mientras que si las concentraciones del sustrato
son elevadas, lo haran por el mecanismo Tipo |.

Cuando se estan estudiando procesos de degradacion 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 informacién. A continuacion, se describiran
algunas herramientas metodolégicas que pueden ser utiles en el discernimiento del mecanismo
de fotooxidacion, sobre todo cuando no se cuenta con el equipamiento para la deteccion de
fosforescencia de Oz('Ag) a 1270 nm, que es el método mas directo para confirmar la participacién

de esta especie en un proceso de fotooxidacion.

I-3.5.3.a. Efecto de desactivadores especificos de Oz('Ag)

Puede evaluarse el efecto de compuestos inhibidores de Oz('Ag) y Oz sobre la velocidad de
fotooxidacion de un dado sustrato. Tal como se menciond en la seccién 1-3.4.3, ejemplos de
agentes desactivadores para Oz('Ag) son 1,4-diazabiciclo [2,2,2] octano (DABCO),2% azida
sodica’”2210 o compuestos carotenoides de mas de nueve enlaces dobles.2'1212 Por su parte, la

enzima superdxido dismutasa (SOD) puede ser empleada como inhibidor especifico de Oy+.123
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I-3.5.3.b. Comparacion de las velocidades de fotooxidacion en H.0 y DO

Para evidenciar la participacién de O2('Ag) en una reaccion, trabajando a concentraciones
bajas del sustrato (de manera que éste no afecte el decaimiento de dicha especie), se podra
observar que la velocidad de fotooxidacion del sustrato serd mayor en D20 que en H20, ya que el
tiempo de vida de O2('Ag) es mayor en solventes deuterados.'”2 Dado que el tiempo de vida de
Oz también es mayor en este solvente,207 esta metodologia también puede ser Util para evidenciar

la participacién de dicha ERO en el proceso de fotooxidacion.

I-3.5.3.c. Competencia entre el sustrato fotooxidable y oxigeno por el estado electrénicamente
excitado triplete del sensibilizador

Si el sustrato interacciona con el estado electronicamente excitado triplete del sensibilizador,
la presencia de oxigeno puede inhibir dicha reaccion. Por su parte, si el oxigeno tiende a
interaccionar méas fuertemente con el estado triplete del sensibilizador, la formacién de Oz('Ag)
predomina y si el sustrato tiende a reaccionar mayormente con esta especie, la velocidad de
fotooxidacion sera independiente de la concentracion de oxigeno. De esta manera, para definir
entre ambas situaciones se puede realizar un experimento de fotooxidacidon en las mismas
condiciones (sensibilizador, irradiacién, concentracion del sustrato) en presencia y en ausencia de
oxigeno (por ejemplo, bajo atmdsfera de nitrégeno o argdn) y comparar las velocidades de

fotooxidacién en cada caso.

[-3.5.4. Sensibilizadores

Los sensibilizadores mas comunes incluyen colorantes tales como rosa de bengala, azul de
metileno, rodaminas; pigmentos como clorofilas, flavinas, porfirinas; hidrocarburos aromaticos,
coenzimas complejos organometalicos, etc. En general, los sensibilizadores mas efectivos deben

reunir las siguientes caracteristicas:'48.213

I-3.5.4.a. Caracteristicas de absorcion

Los sensibilizadores mas efectivos son aquellos que absorben luz en la regién. 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 extincion molar deben ser mayores para asi lograr altas absorbancias a bajas
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concentraciones. De esta manera se evita la formacion de dimeros o complejos con el sustrato en

el estado fundamental.

1-3.5.4.b. Estabilidad fotoquimica

El sensibilizador debe ser fotoestable durante una reaccion 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 fotooxidacién de un sustrato
mediada por O('Ag), 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.

I-3.5.4.c. Solubilidad

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

1-3.5.4.d. Rendimiento cuantico de triplete

Dado que la eficiencia en el proceso de obtencidén de O('As) depende del proceso de
transferencia de energia desde el estado triplete electronicamente excitado del sensibilizador al
oxigeno, lo ideal es que el sensibilizador posea un rendimiento cuantico de entrecruzamiento de
sistema lo mas préximo a la unidad posible, asegurando asi una éptima poblacién de estados
tripletes.
1-3.5.4.e. Velocidad de transferencia de energia

Las constantes de velocidad de transferencia de energia dependen de la diferencia de energia
entre el estado triplete electronicamente excitado del sensibilizador y el estado del Oz('A,). Por
ende, es condicion fundamental que el sensibilizador tenga una energia de estado triplete mayor
que la de Ox('Ay) (22.5 Kcal/mol) y que el tiempo de vida del triplete del sensibilizador sea lo
suficientemente largo como para permitir que la interaccion entre dicha especie y el oxigeno (O2
(3Zy), Esquema 1) ocurra eficientemente.

La eleccion del sensibilizador depende de las caracteristicas del sistema que se desea
estudiar. Si se desea estudiar la fotooxidacion del sustrato mediada por Oz('Ag) (mecanismo Tipo
Il), es necesario que el sensibilizador posea las caracteristicas sefialadas anteriormente. En
cambio, cuando se desea estudiar |la fotooxidacion mediada por otras EROs, debe elegirse un

sensibilizador que origine dichas especies.
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[-3.5.5. Mecanismos cinéticos de fotooxidaciones sensibilizadas
Los procesos de fotooxidacién sensibilizados pueden describirse, en general, mediante el

mecanismo que se muestra en el siguiente esquema cinético:

_—__.98
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Esquema 14: Esquema cinético de procesos fotosensibilizados: A: sustrato fotooxidable; Constantes de velocidad
(k). 'ks: desactivacion natural del sensibilizador (S) en su estado singlete electronicamente excitado ('S*); 'kq:
desactivacion de 'S* por A; kisc: entrecruzamiento de sistemas; 3ks: desactivacidn natural del estado triplete
electrénicamente excitado de S (38%); 3,: formacion de productos desde 3S*, ker: transferencia de energia; 3kq;
desactivacion de 3S* por A; k« desactivacion natural de Oa'Ag); kq desactivacion fisica de Oz('Ag) por A; k

desactivacion quimica de O2('Ag) por A; ks desactivacion quimica de Oz('4q) por S.

El proceso comienza cuando el sensibilizador (S) absorbe la radiacion y forma su estado
singlete electronicamente excitado ('S*) [1], el cual puede decaer naturalmente [2] al estado
fundamental, ser desactivado por un sustrato fotooxidable (A) [3] o bien formar su estado triplete
electronicamente excitado (35*) [4] por entrecruzamiento de sistemas. Por su parte, 3S* puede
decaer a su estado fundamental [5], formar algin producto [6], transferirle su energia al oxigeno

para dar Ox('Ag) [7] o bien, interaccionar con A [8] a través de la transferencia de un electrén
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formando las especies A**y S-*. El Oy('Ay) formado en [7], puede desactivarse por las siguientes
vias: desactivacion natural [9], desactivacion fisica por el sustrato A [10] o reaccién quimica ya sea
por A [11] o por el sensibilizador [12], procesos que ya fueron descriptos en la seccién 1-3.4.2.

Por otra parte, el radical S-* [13] puede interactuar con algun sustrato rico en hidrégenos para
formar el radical SHe. En presencia de otro radical idéntico, ocurre una desproporcionacion para
formar S y la especie totalmente reducida SH> [14]. SH2 puede reoxidarse en presencia de
oxigeno, previa formacion de un complejo [15], para producir H20, [16]. Este Ultimo, puede
reaccionar con el radical Oz [18] para producir el radical OH'. A su vez, las especies OH'y H202
pueden reaccionar con A mediante los procesos [17] y [19], respectivamente.

Por otro lado cabe mencionar que pueden ocurrir reacciones de asociacion entre el
sensibilizador y el sustrato A en ausencia de luz, llamadas reacciones “a oscuras”, que no estan
incluidas dentro del esquema cinético anterior. Como producto de estas reacciones pueden
formarse complejos 0 agregados que son excitables por la luz y que siguen por mecanismos de

fotooxidacidn paralelos.

Un aspecto muy importante del disefio experimental en estudios de fotooxidaciones
sensibilizadas, consiste en la eleccién del sensibilizador. Actualmente, existen una gran variedad
de sensibilizadores con diferentes caracteristicas respecto de solubilidad, generacién de
determinadas EROs, etc. Sin embargo, la eleccion de uno u otro dependera de las cualidades del
sistema que se esté estudiando.

En este trabajo de tesis se escogié en primer lugar, al sensibilizador natural Riboflavina (Rf).
Se sabe que Rf puede sensibilizar fotooxidaciones mediante mecanismos Tipo |y Tipo Il, siendo
de esta manera capaz de generar diferentes EROs.2'% Existen varios factores que afectan la
naturaleza y la magnitud con que ocurren las reacciones resultantes de la interaccién de Rf con la
luz. Entre ellos se encuentran la polaridad del solvente?'s, el pH del medio,216.2'7 el tipo de solucién
reguladora,?'8219 fuerza idnica,2?® concentracion de oxigeno??', intensidad y longitud de onda de
la radiacién.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, seccién V-2). Se encuentra presente en el
organismo en varias formas. Rf es el grupo prostético de las enzimas “flavinas’, como Flavina

Mononucleétido (FMN) o Flavina-Adenina Dinucleétido (FAD). A su vez, Rf como vitamina B2 es
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fundamental en el desarrollo y respiracion de los glébulos rojos de la sangre, produccion de
anticuerpos, y también participa en la reguiacién del crecimiento y desarrollo del cuerpo.224.225

Se ha comprobado que la vitamina B2, luego de su exposicion a luz visible puede causar
fotooxidaciones aerébicas mediadas por EROs que afectan a uno o varios de los aminoacidos
fotooxidables Tyr, Trp, Met, Cys e His.148.226

Ademas, se ha postulado que Rf es un posible sensibilizador de fotodegradaciones in vivo de
proteinas, acidos grasos y bases puricas, entre otros sustratos de relevancia biolégica. 177-227-229
De hecho, se ha informado que Rf puede inducir fotorreacciones en el cuerpo, especialmente en
zonas expuestas a la radiacion visible,230.231

En segundo lugar, en esta tesis se eligié el sensibilizador artificial Perinaftenona (PN) (Figura
43 B, Apéndice, seccién V-2) como generador exclusivo de O2('Ag). Respecto de las propiedades
que posee este sensibilizador, cabe destacar su alta eficiencia de generacion de estado triplete
electronicamente excitado (rendimiento cuantico de generacién de estado triplete, ¢1=1,0 en
agua).232233 Por otro lado, su rendimiento cuantico de generacion de O("Ag) se encuentra cercano
a la unidad para solventes de caracteristicas muy diferentes.233234 Por tal motivo PN es

considerado un generador universal de Oa('Ag).

I-3.6. ALBUMINA DE SUERO HUMANO (HSA)

HSA es una de las proteinas extracelulares mas abundantes del plasma sanguineo.
Constituye alrededor del 60% de la masa de proteinas plasmaticas y alcanza una concentracién
de aproximadamente 40 mg/ml en la sangre.235.236

HSA es una proteina que cumple multiples funciones en el organismo. Por un lado, transporta
numerosos compuestos como acidos grasos libres, bilirrubina, y una gran cantidad de farmacos,
los que pueden unirse de manera reversible, o irreversible a través de enlaces covalentes.?' La
unién o binding de dichos compuestos a la proteina aumenta su solubilidad en el plasma,
disminuye su toxicidad y hasta puede resultar en una proteccion del ligando frente a posibles
oxidaciones. La unidn reversible de ligandos suele ser estereoselectiva; De alli que HSA es de
gran utilidad en la separacion de drogas enantioméricas que poseen diferentes actividades
terapéuticas.2! Por ofro lado, HSA posee una actividad catalitica muy importante, que se
caracteriza por tener diferentes tipos de actividad hidrolitica, entre las que se destaca su actividad

como estearasa, 237 enolasa?3® y como tioestearasa.23?
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HSA es una proteina de cadena simple, que es sintetizada y se libera desde las células del
organismo. No posee grupos prostéticos y esta unida covalentemente a carbohidratos y lipidos.
Esta constituida por 585 aminoacidos y tiene una masa2¥’ de aproximadamente 66500 Da.
Estudios de cristalografia de rayos X han demostrado que la proteina nativa posee alrededor del
67% de estructura hélice alfa y ausencia de laminas beta.235.240.241Ademas, estudios combinados
de modelado hidrodindmico y depolarizacién de fosforescencia han indicado que la estructura
cristalina sugerida de HSA es muy similar a la estructura de la proteina en solucidn. 242

HSA posee tres dominios, denominados |, Il y Ill; 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 mayoria 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 0 muy baja afinidad.
Estudios realizados sobre una gran variedad de compuestos, mediante el desplazamiento de
pruebas fluorescentes, han revelado que la mayoria se unen principalmente a dos sitios de unién,

denominados sitio | y sitio Il, con constantes del orden de 104-106 M-1.

Figura 1: Estructura de HSA. (Extraido de bibliografia, referencia 21).

El sitio | esta ubicado en el subdominio lIA de la proteina, es flexible y espacioso. En él, se
encuentran una gran cantidad de sitios individuales de binding, que en algunos casos pueden ser
independientes entre si, 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. 23754 En general, las moléculas que tienen mayor

afinidad por este sitio son acidos dicarboxilicos o moléculas heterocicilicas con carga negativa.
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Una particularidad que presenta el sitio |, es que en él se encuentra ubicado el Unico triptéfano
(Trp214) que posee HSA. La parte interior del sitio esta revestida por cadenas aminoacidicas
hidrofébicas, mientras que la entrada al mismo estd rodeada de residuos cargados
positivamente.23

El sitio |l se encuentra ubicado en el subdominio IlIA de HSA. Su estructura interna es similar
a la del sitio |, sin embargo es menos flexible y menos espacioso. Las moléculas que tienen mayor
afinidad por este sitio son acidos carboxilicos aromaticos con un grupo acidico 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 fravés de cambios
conformacionales inducidos por la interaccién con el ligando.”0 También se ha indicado la
existencia de otros sitios de binding secundarios, distribuidos ampliamente entre los dominios de
HSA.”0

En el marco del estudio de las interacciones entre ligandos y proteinas, es que resulta
importante destacar el rol que ha desarrollado la bioinformatica en este ambito. En |os Ultimos
afos, se ha incrementado de manera notable el desarrollo de herramientas informaticas y el
analisis de informacion derivada de estructuras 3D y dinamica de proteinas, con el objetivo de
avanzar sobre el desarrollo de nuevos farmacos.243.244 | os pasos fundamentales en la protedmica
informatica consisten en desarrollar un modelo computacional de la estructura de una proteina por
homologia o predicciones ab initio, y luego estudiar la posible interaccion de diferentes ligandos
con dicha proteina (acoplamiento molecular o Docking).2*> Mediante este método, también puede
se pueden estudiar interacciones proteina-proteina.

A continuacion se describiran brevemente algunos conceptos importantes para la

comprension 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 interaccién entre dos moléculas: un ligando y una proteina, o dos proteinas. La
informacion inicial necesaria para encontrar esta condicién de asociacion dptima, responde a las
coordenadas atomicas de las dos moléculas interactuantes. Es decir que se necesitan dos
estructuras para realizar acoplamiento molecular: la estructura de la proteina que actuara como
receptor y la del ligando. La primera generalmente proviene de estructuras 3D, generadas a partir
de datos experimentales obtenidos por cristalografia o0 en algunos casos por resonancia magnética
nuclear (RMN), que se encuentran archivadas en bancos de datos cibernéticos (Protein Data
Bank).2%6 Aqui se pueden encontrar estructuras de la proteina cristalizada bajo diferentes
condiciones, en archivos que se caracterizan por su extensién “pdb”. Puede ser una estructura
nativa, es decir, cristalizada libre en solucion; 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"7 o “ZINC"248, entre ofras, que contienen una considerable biblioteca de
estructuras de moléculas pequefias o ligandos. Muchas de ellas han sido determinadas
experimentalmente, mientras que otras |0 han sido tedricamente.

Sin embargo, en la practica es conveniente ademas contar con informacién bioquimica, como
el conocimiento de los sitios de unidn o binding, donde eventualmente el ligando se puede asociar.
Esta informacién facilita en gran medida las predicciones de acoplamiento molecular. Aun asi, es
necesario considerar las posibilidades de interaccion en otras cavidades o sitios que posea la
proteina.

Cuando se realizan experimentos de acoplamiento molecular, es muy importante poder
validar el método que se esta empleando, para asi 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 proteina-ligando co-cristalizadas
utilizando el método de acoplamiento a validar. Si los resultados coinciden con la informacion
cristalografica, puede decirse que el método es confiable.

En general, existen dos formas de realizar acoplamiento molecular:

o Acoplamiento molecular localizado

e Acoplamiento molecular ciego.

En el caso de ser acoplamiento localizado se delimita un espacio de la proteina donde se

quiere evaluar la localizacion del ligando, como estrategia para disminuir los tiempos de calculo y
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para explorar los conformeros de menor energia de manera mas precisa. Para ello es necesario
contar con la informacién respectiva del sitio de binding o de las regiones donde se puede unir el
ligando, o del mecanismo de interaccién. Por otro lado, se realiza un experimento de acoplamiento
molecular ciego, cuando uno no cuenta con datos experimentales o informacién que prediga la
region o el sitio donde el ligando se va a unir en la proteina. En este caso, se debe buscar
aleatoriamente y en forma estadisticamente aceptable en el espacio conformacional, la trayectoria
del ligando que finalmente proporcione la mejor conformacion. Existen algunas herramientas
informaticas como aplicaciones del programa VMD,24® o PocketFinder?50 del programa ICMPro,
que explorando las superficies, permiten detectar cavidades o bolsillos hidrofébicos de la proteina
para asi analizar las zonas de posible interaccion segun los conocimientos fisicoquimicos del
ligando y de los residuos que forman esas zonas de interés en la proteina. A partir de esta
informacion se pueden plantear restricciones en la optimizacién de la energia y el muestreo sera
mas acotado. En este tipo de acoplamiento, se exploran sitios de interaccién desconocidos o
nuevos en un sistema, mientras que en el acoplamiento localizado el espacio de interaccidn se
conoce de antemano y puede por este motivo ser acotado.

A medida que se ha ido profundizando en este ambito, se han desarroliado una serie de
programas de acoplamiento molecular, que funcionan en base a algoritmos que han ido
evolucionando en el tiempo.25'-258 | as cuestiones fundamentales del acoplamiento molecular son:
la representacion del sistema, la busqueda en el espacio conformacional y la calificacion de las
posibles soluciones. Esto Ultimo se logra mediante el empleo de una funcién de puntuacion
(“scoring”). En la mayoria de los casos esta funcién puede ser un campo de fuerza que evalle las
energias de cada interaccion posible. Por otro lado, debido a la demanda de tiempo de céiculo
computacional de estas tres cuestiones, se debe decidir por el uso de una funcién de puntuacion
mas sofisticada, con un método de blusqueda mas acotado; o el empleo de una funcién de
puntuaciéon mas sencilla, con un método de busqueda extensivo.2%8

El acoplamiento molecular simula fundamentalmente la interaccion en la superficie de la
proteina, razén por la que es muy importante la busqueda de una forma adecuada para representar
esta superficie. Se pueden encontrar representaciones por modelos matematicos como los
descriptores geométricos de forma, o por cuadriculas. Ademas, se puede definir si la estructura de

la proteina sera rigida o flexible.
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Por otro lado, es fundamental definir un buen método de busqueda, 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 funcién de puntuaciéon que permite calificar las posibles condiciones de
asociacion, debe ser lo suficientemente rapida como para aplicarse a una gran cantidad de
posibles soluciones. Si esta funcion es un campo de fuerza, debe incluir y determinar las
contribuciones de todos los parametros energéticos necesarios: las energias debidas a las
interacciones de Van der Waals, puente de hidrogeno y coulémbicas. Las interacciones de Van
der Waals son importantes porque permiten estabilizar uniones entre los residuos de los
aminoacidos que participan en la unién con el ligando. Los puentes de hidrogeno pueden participar
tanto en las interacciones de aquellos residuos de la proteina 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 electrostaticas cuentan por las posibles
interacciones entre grupos cargados (como residuos con grupos cargados positiva o
negativamente que interactuen con algin grupo cargado del ligando). Por Ultimo la energia
relacionada a la desolvatacion es muy importante también porque permite tener en cuenta que en
la interaccidn proteina-ligando, habra moléculas de agua que seran desalojadas tanto del sitio de

binding como de los alrededores del ligando.

I-3.8. DIABETES MELLITUS Y ANTIDIABETICOS ORALES

I-3.8.1. Definicion y clasificacion

Diabetes mellitus (DM) es un conjunto de desérdenes metabdlicos que se caracterizan por
niveles anormalmente altos de glucosa en la sangre (hiperglucemia), causados por problemas en
la secrecién de insulina, por accion ineficiente de dicha hormona, 0 ambos procesos. Esta situacion
de hiperglucemia crénica puede llegar a causar una destruccién y pérdida de funcionamiento a
largo plazo de ciertos 6rganos como rifiones, corazon, 0jos, arterias, entre otros.

Existen varios tipos de DM y sus causas estan relacionadas con una conjugacioén de factores
genéticos y ambientales.260 En general, esta enfermedad puede comenzar con una destruccion
autoinmune de las llamadas células beta del pancreas, cuya funcién es la secrecion 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 accion que la insulina posee en

ciertos tejidos. Esta situacidén causa problemas en el metabolismo de proteinas, carbohidratos,
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grasas y lipidos. La deficiencia de insulina en el organismo, como la ineficiencia en la accién 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 Il, DM gestacional y otros tipos
especificos. La DM tipo | se produce principalmente por ausencia de secrecion de insulina, debido
a la eliminacién autoinmune de las células beta del pancreas. La velocidad de destruccion de estas
células puede ser variable, desde muy rapida en pacientes jovenes y nifios, hasta mas lenta en
pacientes adultos. Por lo general se diagnostica en pacientes jovenes y solo representa el 10%
del total de pacientes que padecen la enfermedad.?82 Por su parte, la DM tipo Il se genera por una
produccion deficitaria de insulina que generalmente va acompafada de una resistencia a la
hormona en los tejidos. La diferencia fundamental con la DM tipo | es que la deficiencia en la
secrecion de insulina no se debe a la eliminacion de las células beta del pancreas, sino que
proviene de la incapacidad de ciertos tejidos celulares para utilizar dicha hormona. La mayoria de
los pacientes con DM tipo Il presentan obesidad. Sin embargo, muchos de los pacientes que no
presentan estas caracteristicas, 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 Il es uno de los casos mas comunes que alcanza al 85-95% de los pacientes diabéticos
y su diagnéstico generalmente aparece a edades avanzadas.

La DM gestacional ocurre durante los primeros meses del embarazo, y lo mas comdn es que
so6lo sea un desorden metabdlico momentaneo. Sin embargo, muchas de las pacientes que sufren
este trastorno, suelen tener propensién a cuadros de DM tipo Il en el futuro.262

También existen otros tipos de alteraciones relacionadas, que son estados metabdlicos
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 algun tipo y/o enfermedad cardiovascular. 263,264

[-3.8.2. Sintomas y tratamiento

Los sintomas asociades a la diabetes consisten en polidipsia (gran necesidad de ingerir
liquidos), poliuria (aumenta la frecuencia de veces que se orina), polifagia (sensacién de hambre
excesivo), pérdida de peso sin razén justificable, vision borrosa, infecciones recurrentes, entre
otr0s.262 Generalmente, los sintomas 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 patoldgicas y fisiologicas. En estas
condiciones, un sintoma que alerta sobre fa posibilidad de la existencia de DM es un cuadro de
altas concentraciones de cuerpos cetonicos en sangre (cetoacidosis), causado por combinacion
de hiperglucemia y alguna infeccién u ofras situaciones de estrés. 265

El tratamiento especifico para DM tipo | consiste fundamentalmente en el suministro de
insulina mediante inyecciones subcutaneas varias veces al dia 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.2%6 En estos casos, los controles glucémicos, el ejercicio y el control de las cantidades de
insulina en funcién de la actividad fisica y el indice glucémico de los alimentos, representan los
pilares fundamentales del tratamiento de este tipo de diabetes.

Los tratamientos para la DM tipo Il apuntan a tres procesos fundamentales que regulan los
niveles glucémicos luego de una ingesta de glucosa: la estimulacion de la secrecion de insulina,
la supresién de la gluconeogénesis (fundamentalmente hepatica) mediada por insulina y
estimulacién del consumo de glucosa por tejidos periféricos como el musculo, inducida por
insulina. En este sentido, se ha propuesto que el suministro de agentes que puedan reducir la
velocidad de generacion anormal de glucosa es efectivo dentro del tratamiento de este tipo de DM.
Sin embargo, los medicamentos que estimulan la secrecién de insulina son los mas eficaces.267
Ejemplos de estos medicamentos orales son las sulfonilureas y glinidinas.268.26% | as sulfonilureas
se han empleado desde 1950 como antidiabéticos orales. Los compuestos de la primera
generacion como acetohexamida, clorpropamida, tolbutamida y tolazamida aun se utilizan. Sin
embargo, los de segunda generacion actualmente prevalecen en su uso. Entre estos Ultimos se
encuentran Glibenclamida, Glimepirida, Gliclazida y Glipizida. En general, estas sulfonilureas
actdan estimulando la liberacion de insulina de las células beta del pancreas.'® Por su parte, las
glinidinas (nateglidina y repaglidina) se han diferenciado de las sulfonilureas en que tienen un
efecto de menor duracion, y por esta razén poseen menor riesgo de generar situaciones de
hipoglucemia (niveles muy bajos de glucosa en sangre). Ademas, se las suele administrar a

pacientes que presentan disfunciones renales. 270
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I-3.8.3. Sulfonilureas

Las sulfonilureas han sido desde hace muchos afios el tratamiento fundamental como agentes
hipoglucemiantes en pacientes con DM tipo 11.267 Su funcion es estimular la liberacion de insulina
en el pancreas. Su mecanismo de accién comienza cuando se unen a receptores especificos
ubicados sobre las células beta del pancreas. Esta interaccidn produce el cierre de canales K*-
ATP dependientes y por lo tanto, una disminucion en la concentracion de iones K+ en el interior
celular. Esto genera una depolarizacion 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 liberacién
de insulina.2’!

Desde el punto de vista quimico, las sulfonilureas han de considerarse como acidos organicos
muy débiles, ya que poseen cierto caracter acido en los grupos NH. Los valores de pKa estimados
varian entre 5,8 y 6,8 en solucion.” De esta forma, puede decirse que a pH fisioldgico (pH = 7,4)
estos antidiabéticos se encuentran en sus formas completamente ionizadas. A pesar de esto, son
compuestos de gran caracter hidrofdbico y por ello presentan baja solubilidad en medios acuosos.’
En general, las sulfonilureas de segunda generacion se caracterizan por poseer mayor lipofilicidad
que las de primera generacion, y por tanto, mayor duracién en su efecto. 28 En este sentido, se ha
propuesto una relacién entre la lipofilicidad de las sulfonilureas y la interaccidn con sus receptores
especificos de membrana en las células beta del pancreas: a mayor lipofilicidad, mayor interaccion

con los receptores, lo que mejora su accién terapéutica 22

A continuacién se muestran las estructuras quimicas de las sulfonilureas utilizadas en este

trabajo de tesis: Gliclazida y Glipizida.

AP o =N HN 0
N~ O\ N N ) HN_o
H HN

Gli Glip O

Figura 2: Estructura quimica 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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formacion de puentes de hidrégeno entre este grupo y el grupo NH de Gli.23 En el caso de Glip,
se puede destacar |a presencia de |os grupos 5-metil pirazina que se encuentra unido al anillo

aromatico mediante un conector amido, y el grupo ciclohexano unido al N6 del grupo sulfonilurea.
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Il. MATERIALES Y METODOS
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[1-1. REACTIVOS Y SOLVENTES

Los reactivos Gliclazida (Gli), Glipizida (Glip), Albumina de Suero Humano (HSA) libre de
acidos grasos, Perinaftenona (PN), Riboflavina (Rf), Catalasa de higado bovino (CAT), Superdxido
Dismutasa de eritrocitos bovinos (SOD), Azida de Sodio (NaN3), D-(+)-Glucosa, L-Triptéfano,
Glutamina y Sulfato de Gentamicina, Azul Tripan, fueron adquiridos de Sigma-Aldrich y utilizados
sin purificacion previa. Medio sintético de GIBCO; Suero fetal bovino (SFB) de Natocor vy
Thioglicolato de Difco.

En las experiencias se utilizd como solvente una solucién reguladora de pH fisiolégico (pH
7,4) utilizando 50 mL de una solucion de KH2PO4 0,1 M y 39,1mL de una solucién de NaOH 0,1
M, ambas preparadas en agua bidestilada. En el caso de las determinaciones de los tiempos de
vida de O2('A), se utilizd como solvente una solucidn reguladora de pD 7,4, empleando 50 mL de
una solucion de KH2PO4 0,1 My 29,1 mL de una solucién de NaOH 0,1 M (pH = 7,00), preparadas
en agua deuterada. El ajuste de pD se realiz6?74 teniendo en cuenta que pD = pH + 0,4. En el caso
de los experimentos de citotoxicidad, se utilizaron soluciones reguladoras utilizando NaCl, KCl,
Na2POsH-2H,0, KPOsH,y NaCO3H. Las sales mencionadas fueron obtenidas de Anedra. Metanol
(CH30H): calidad HPLC, fue provisto por Sintorgan. Metanol deuterado (CD3OD) y agua
deuterada (D20) fueron obtenidas de Sigma Aldrich.

[I-2. EQUIPAMIENTO

11-2.1. ESPECTROSCOPIA DE ABSORCION

Los espectros de absorcion se realizaron en un espectrofotometro Hewlett Packard 8452A, el
cual posee un detector que presenta arreglo de diodos. La fuente de excitacién consiste en una
lampara de deuterio, y su intervalo de deteccién estd comprendido entre 190 y 820 nm. Se

utilizaron celdas de cuarzo de paso dptico de 1cm.

11-2.2. FLUORESCENCIA ESTACIONARIA

Las medidas de emision de fluorescencia estacionaria fueron realizadas en un
espectrofluordmetro Fluor Max™, cuya fuente de excitacién es una lampara de xenédn, 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 optico.
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El equipo consta de un software de analisis DM 3000 3.2.
Todas las determinaciones se realizaron con control de temperatura utilizando un
termostato LabTech LBC-R08.

1-2.3. FLUORESCENCIA RESUELTA EN EL TIEMPO
La determinacion de los tiempos de vida del estado singlete electrénicamente excitado, se
realizd utilizando un equipo de conteo de fotdn Unico (Single Photon Counting, SPC) Edinburgh
Analytical Instrument FL-900 CDT. La técnica se basa en el concepto de que la distribucion de
probabilidades para la emisién de un fotén aislado, luego de la excitacion de la muestra, describe
el perfil de intensidad de emisién en el tiempo para los fotones emitidos luego de una excitacion.
215 Para poder tener un perfil de decaimiento lo mas exacto posible, se debe hacer un gran
muestreo estadistico de la distribucidn temporal de los fotones emitidos. Para ello, la muestra es
repetitivamente excitada por una fuente de excitacion pulsada. En nuestro caso, el equipo esta
provisto de diodos pulsados que son emisores de luz a distintas longitudes de onda (LEDs,
PicoQuant). El diodo utilizado se selecciond para maximizar la cantidad de fotones absorbidos por
la muestra en base al espectro de absorcién del compuesto en estudio. El fotomultiplicador de
inicio (start PMT) detecta el pulso de excitacidn y genera un pulso eléctrico disparador que esta
exactamente correlacionado con el pulso Optico. 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. Simultdneamente, el pulso dptico excita la muestra. Existe una apertura entre la
fuente de excitacion y la muestra que se regula de manera que solo se detecte un foton por cada
excitacion. Una vez detectado el foton emitido, se genera una sefial 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 gener6 cuando se detectd el
foton. Luego, el pulso de salida es convertido en un valor numérico por un convertidor analégico-
digital que se almacena como una cuenta en el Analizador Multicanal (MCA) (Esquema 15).
Realizando repetidas veces este proceso se obtiene un histograma del nimero de cuentas en
funcién de los canales temporales. Dicho histograma representa entonces el perfil de emision de
los fotones en el tiempo a partir del cual se pueden determinar los tiempos de vida. El equipo
consta del software FLO0OCDT que se utilizé para dichos fines.
Todas las determinaciones se realizaron empleando celdas de cuarzo de 1 cm de paso
optico, y con control de temperatura utilizando un termostato Endocal RTE-210.

A continuacidn se muestra un esquema del equipo utilizado.
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§ —— Monocromador Monocromador — Stop PMT —— TAC MCA

Start PMT

Esquema 15: Diagrama del equipo de Conteo de Fotén Unico (SPC).

11-2.4.FOTOLISIS ESTACIONARIA
Las medidas de fotooxidacidén en condiciones estacionarias se realizaron irradiando con luz
UV-visible una solucidén que contiene el sustrato fotooxidable y el sensibilizador, en un equipo de

fotélisis como se muestra en el esquema 16, disefiado en nuestro laboratorio 213

b

Esquema 16: Diagrama del equipo de fotolisis estacionaria. A: Lampara de cuarzo-halogeno. B: Filtro térmico. C
y F: Lentes. D: Filtro de corte. E: Espejo. G: Celda para electrodo de oxigeno con sistema de agitacion magnética.

H: Celda de absorcién o fluorescencia con sistema de agitacion magnética.

La fuente de irradiacion consiste en una lampara de cuarzo-halégeno de 200 W. La misma
puede ser dirigida alternativamente, mediante el espejo E (Esquema 16), hacia la celda que
contiene electrodo de oxigeno (G en el Esquema 16) para realizar medidas de consumo de
oxigeno, o bien hacia la celda de absorcién 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 radiacion, se utilizaron filtros de corte adecuados, dependiendo del sensibilizador. En el caso de
las fotooxidaciones sensibilizadas por Rf, se utilizé 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 especifico para

oxigeno disuelto Orion 97-08 que se encuentra acoplado a un pHmetro Orion 720. Su sistema de

49




Fotodegradacién de compuestos antidiabéticos y su interaccidn con albumina de suero
humano

deteccion consiste en dos electrodos de plata polarizados y un electrolito, separados de la solucion
de medida por una membrana permeable a gases. El oxigeno disuelto en la solucién difunde hacia
la membrana donde es reducido a iones hidroxilos. La corriente producida en esta reduccion causa
una diferencia de potencial que puede ser traducida, en el pHmetro acoplado, en “partes por millén”
(ppm) de oxigeno.

La calibracion del electrodo se realiza en agua saturada de aire a presion atmosférica antes
de cada medida. Dado el material de la membrana, solo se pueden ufilizar soluciones con
porcentajes mayores a 90% de agua. El pH en el que se puede trabajar abarca un intervalo entre
pH 3y 12, y los limites de concentraciones de oxigeno llegan hasta las 14 ppm.276.148 Las medidas
se realizan bajo agitacion continua para asegurar la homogeneidad luminica del medio de

reaccion.

[I-2.5. DETECCION DE TIEMPOS DE VIDA Y ESPECTROS DE ABSORCION DE ESPECIES TRANSITORIAS

La caracterizacion de los espectros de absorcion y los tiempos de vida de especies transitorias
fueron determinados mediante la técnica de Laser Flash Fotdlisis.2’7 El equipo utilizado consta de
una fuente de excitacién que consiste en un laser de Nd:Yag (Spectron, SL 400) con emisién a
1066 nm, 532 nm, 355 nm y 266 nm, correspondientes a la primera, segunda, tercera y cuarta
armonica, respectivamente. EI mismo posee un ancho de pulso de 18 ns y 350 mJ en la primera
armonica. El haz de excitacién se encuentra enfocado a 90° respecto de la luz analizadora, la cual
proviene de una lampara de Xendn de 150W. El sistema de deteccion estd formado por un
monocromador acoplado a un tubo fotomultiplicador Hamamatsu R666. A fin de evitar la
fotodegradacion de la muestra, debido a la radiacion de la 1dmpara analizadora, se coloca en el
camino del haz de excitacion un obturador (shutter) cuya apertura esta sincronizada con la
frecuencia de disparo del laser. La radiacion transmitida por la muestra es recibida por un
monocromador y detectada luego en un fotomultiplicador, donde es transformada a una sefial
eléctrica. Esta sefal 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 sefial es convertida a valores de absorbancia, que luego puede ser procesada
mediante un programa de andlisis adecuado.?’8 El intervalo espectral accesible se encuentra entre

los 300 y 900 nm. El esquema del equipamiento se muestra a continuacién:
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Esquema 17: Diagrama del equipo de Laser Flash Fotolisis. L: lentes. F: filtros. M: monocromador. PM:
fotomultiplicador.

Como se mencion6 anteriormente, Laser Flash Fotélisis (LFF) es una técnica de resolucién
temporal que permite el estudio espectroscopico y cinético de especies llamadas transitorias, que
viven en la escala de los mili 0 micro segundos. Estas especies pueden ser tripletes, iones
radicales, especies zwiteridnicas, etc.

La posible interaccion o quenching de una especie transitoria por un dado sustrato puede
estudiarse mediante LFF. Para tal fin, se determinan los tiempos de vida de la especie en ausencia
y en presencia del sustrato en cuestion, mediante un ajuste monoexponencial del perfil de
absorcion medido a una longitud de onda donde la interferencia de otras especies sea
insignificante. El analisis de los datos se realiza mediante una herramienta de ajuste por cuadrados

minimos no lineales (MicroCallOrigin 6.0)278, considerando la siguiente ecuacion:
A =Ae"" (Ec. 13

A= absorbancia de la especie transitoria al tiempo t luego del pulso de excitacion.
Ao = absorbancia al tiempot=0s.

1T = 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 (o) y en presencia (t) de diferentes

concentraciones de sustrato [A], y luego se realiza un analisis clasico de Stern-Volmer:
f;‘l —1+k,7,[A]  (Ec. 14

Por otro lado, para caracterizar los espectros de absorcion 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
absorcién (promocion a niveles excitados de energia superior). El cambio de la densidad dptica
debido a las especies transitorias puede ser monitoreado en funcién del tiempo a distintas
longitudes de onda que se van seleccionando con el monocromador colocado en el camino 6ptico
de la luz de prueba (M en el Esquema 17), entre la muestra y el detector. Los cambios temporales
de absorcion a cada A son detectados por un fotodetector de respuesta répida. Dichos detectores
generan una sefial eléctrica proporcional a la transmitancia de la especie transitoria, que es
digitalizada y procesada para convertirla en sefiales de absorbancia transitoria. La conversién de
la sefial eléctrica, a cada A, a valores de absorbancia se realiza de acuerdo a la ley de Lambert-
Beer de manera que la relacién entre la absorbancia y transmitancia a una dada longitud de onda

esta dada por la siguiente expresion:

A, = —log ;—T —€,bC  (Ec. 15)

0

A\ = absorbancia de la especie transitoria a la A dada.

It = intensidad de radiacion transmitida (mV).

lo = intensidad de radiacion incidente (mV).

£ = coeficiente de extincion molar de la especie transitoria a la A dada.
b = paso 6ptico del haz analizador a través de la muestra.

C = concentracion molar de [a especie transitoria.

[1-2.6. DETECCION DE TIEMPOS DE VIDA DE O2('Ay).
Las medidas de deteccién de los tiempos de vida de O2('A,) se realizaron empleando la

técnica de deteccion de la sefal de fosforescencia de Ox('Ay) resuelta en el tiempo a 1270 nm

52



Fotodegradacién de compuestos antidiabéticos y su interaccion con albumina de suero
humano

TRPD (Time Resolved Phosphorescence Detection).2’® A continuacion se muestra un esquema

del equipo utilizado para la aplicacion de dicha técnica:

Computadora  Osciloscopio

ab=y o

LG
Vet -

encrgia ol =
Filtros de corte y de
interferencia

Léser Pulsado

Esquema 18: Diagrama del equipo para emplear la técnica TRPD

La fuente de excitacién que se emplea es la misma que la utilizada en los experimentos de
Laser Flash Fotdlisis (Materiales y Métodos, seccion 11-2.5). La radiacion fosforescente emitida es
detectada en angulo recto por un detector de germanio (Judson J16/8sp) que contiene un conjunto
de filtros, el cual genera una sefial eléctrica. Esta sefial 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 sefiales. La sefial fue tomada luego de
aproximadamente 10-12 disparos a fin de lograr una buena relacion sefal/ruido.

Normalmente, los puntos iniciales de la sefial de decaimiento se encuentran perturbados por
seflales esplreas provenientes de la fuente de excitacion o por fluorescencia residual del
sensibilizador. Por ello el analisis de trazas se realizb a partir de los 8-10 us. Se emple6 un
programa de ajuste por cuadrados minimos no lineales (MicroCallOrigin 6.0).278

Dado que el tiempo de respuesta del sistema de deteccion del equipo es de
aproximadamente 4-5 ps, y que el tiempo de vida de O('Ay) 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 Oz('A,).169

1I-2.7. CROMATOGRAFIA HPLC-ESPECTROMETRIA DE MASA
El andlisis de productos de fotooxidacion sensibilizada por PN se realizé en un cromatégrafo

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
ionizacion es mediante electrospray (ESI).

Se utilizé una columna de fase reversa C18 de 150 mm x 2,1 mm x 5 ym. Se trabajé en modo
isocratico con mezclas metanol: agua (9:1) + acetato de amonio (0,2 mM) con un flujo de 0,2
mi/min y un volumen de inyeccion de 10 pL. Las determinaciones se realizaron en modo positivo

a temperatura ambiente.

I-3. METODOLOGIA

1I-3.1. DETERMINACION DE LOS PARAMETROS DE BINDING DE LA INTERACCION Gli-HSA Y Glip-HSA.
MODELO DE ISOTERMAS DE BINDING

Cuando se caracteriza la interaccién entre un ligando y una proteina, es importante cuantificar
las constantes de unién o binding, determinar cuantos sitios se ponen en juego en la asociacion y
el tipo de interacciones que estabilizan el complejo ligando-proteina. Uno de los métodos a través
del cual es posible obtener las constantes de binding y el numero de sitios de interaccion, se basa

en la construccion de una isoterma de binding, cuya ecuacion se muestra a continuacion:

< Kbl [A]llbre
Z (1 Kb/ [A]Ilbre ) (EC 16)

donde <r> se define como la densidad de binding y representa al promedio de ligandos por
unidad de proteina (siendo éste un promedio sobre todas las posibilidades de equilibrio de
interaccion).280 Ky, es la constante de unién al sitio i, [Alibre €S la concentracion de ligando libre y
la sumatoria se extiende sobre n términos, iguales al nimero total de sitios de binding involucrados.
Generalmente las [Alibre Se determinan o se calculan a través de algun método que pueda ser
aplicado segun las caracteristicas del sistema. Estos métodos estan basados en la medicion de
alguna propiedad determinada que varie como resultado de las interacciones ligando-proteina. En
nuestro caso, las [A]ibe S€ determinaron empleando un método que consiste en utilizar la
informacion que proviene de la desactivacion o quenching de fluorescencia de HSA en presencia
de los posibles ligandos.28' En este caso, las [Aliee S€ determinan mediante las siguientes
ecuaciones:
[Aliore= [Alrotal - [Alunico (Ec. 17)
[Alunico= n 6 [HSAotar  (Ec. 18)
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Como ya se indicd, n es el numero total de sitios de binding en cada molécula de proteina. 6
es la fraccion de sitios ocupados de HSA y puede determinarse mediante la relacion entre las
intensidades de emisidn de HSA en ausencia (lo) y en presencia (I) del ligando a diferentes
concentraciones:

6= Al/Alvax (Ec. 19)
Al =lo-l (Ec. 20)

Alvax representa la maxima variacion en la intensidad de emisién de fluorescencia que se
alcanza a las maximas concentraciones de ligando. Los valores de Alvax e obtienen2®! por
extrapolacion de la ordenada al origen del grafico de 1/Al vs. 1/[Alota. Por Gltimo, se calcula <r>
mediante la siguiente ecuacién:

<r> = [Alunigo/[HSAJota  (EcC. 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 [Alire (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. [Alisre ajustando dicho grafico con la ecuacion 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 minimos no lineales de algun programa de analisis grafico. En nuestro caso,
se utilizé la herramienta correspondiente del programa?’® 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 seleccién aquel
ajuste que presente un coeficiente de correlacion (R?) mas cercano a la unidad y un menor error

en las constantes de binding obtenidas.

[1-3.2. DESACTIVACION O QUENCHING DE FLUORESCENCIA DE HSA POR Gli Y Glip

Tal como se explicd en la seccidn anterior, para poder determinar los parametros de binding,
es necesario realizar experimentos de quenching de fluorescencia de HSA en presencia de los
Andb en estudio.

El fendmeno de quenching de fluorescencia ocurre cuando la intensidad de emisién de un
fluoréforo se ve disminuida por algun efecto. Los factores que pueden causar esta inhibicidn en la
fluorescencia pueden ser la interaccién molecular con algun agente especifico, reacciones que

ocurren en el estado excitado del fluordforo, reordenamientos moleculares, transferencia de
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energia, entre otros.282 El quenching puede ser dinamico o estatico, o una mezcla de ambos.
Cuando es dinamico, el fluoréforo se desactiva a través de colisiones con el sustrato, mientras que
en el caso de ser estatico, el quenching ocurre por formacion de un complejo no fluorescente en
el estado fundamental. Generalmente, cuando se desea analizar qué tipo de mecanismo de
desactivacion esta ocurriendo, se realiza un anélisis de Stern-Volmer (Ec. 22):283

1°—=1+k 7, [A]=1+K,, [A] (Ec. 22)

/ qglo sV
[A] = concentracion del desactivador (Andb).
lo = Intensidad de emision del fluoréforo en ausencia del desactivador.
| = Intensidad de emision del fluoréforo en presencia del desactivador.
kq = constante de velocidad de desactivacion bimolecular del estado electrénicamente excitado
singlete del fluoréforo.
10 = tiempo de vida del estado singlete electrénicamente excitado del fluoréforo en ausencia
del desactivador.

Ksv = constante de Stern-Volmer.

Si al graficar lo/l vs. [A] se obtiene una recta, se puede decir que se trata de una desactivacion
o estatica o dindmica. A partir de la pendiente de dicho grafico se puede calcular Ksy (estatico) o
kq (dinamico). Para poder distinguir si el mecanismo es estatico o dinamico, se pueden hacer los
siguientes experimentos:
e  Evaluar el quenching a diferentes temperaturas: un aumento en la temperatura favorece el
mecanismo de desactivacion dinamico o colisional, mientras que desfavorece la formacion de
un complejo fluoréforo-desactivador en el estado fundamental.
e  Evaluar los tiempos de vida del fluoréforo: en el caso de quenching difusional, se cumple que
lo/I = to/1. En presencia del desactivador, el tiempo de vida del fluoréforo disminuye debido a
que el quenching resulta ser un proceso adicional que contribuye a la despoblacion del estado
excitado. En cambio, en el caso del quenching estatico, se cumple que 1o/t =1. El tiempo de
vida del fluoréforo no cambia porque la presencia del desactivador solo genera la formacion de
un complejo en el estado fundamental. De esta manera, el tiempo de vida que se detecta se
debe a aquellas moléculas de fluoréforo 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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e Analizar los espectros de absorcion: si los espectros de absorcion del fluoroforo se modifican
en presencia del desactivador, se puede inferir que el mecanismo de quenching es estatico (ya
que la formacion del complejo fluoréforo-desactivador ocurre en el estado fundamental).
Estos experimentos pueden emplearse como guias basicas para discernir entre un
mecanismo y otro. Sin embargo, la mas confiable entre ellos es la evaluacion de los tiempos de
vida en presencia del desactivador.283
Por otro lado, puede ocurrir que el grafico presente desviaciones hacia el eje de las abscisas
o hacia el de las ordenadas. En estos casos se deben realizar otros tratamientos matematicos de

los datos que siguen modelos alternativas, para poder obtener los valores respectivos de Ksy.

Las soluciones de HSA fueron preparadas en solucidn reguladora de pH 7,4, considerando
un peso de HSA de 66500Da. Las soluciones stock de Andb fueron preparadas utilizando un 10%
de CH30H como co-solvente, debido a su escasa solubilidad en la solucion reguladora. Es muy
importante aclarar en este punto que esta proporcién de CH3OH no afecta la estructura ni la
funcionalidad de la proteina.284 Las determinaciones de intensidad de fluorescencia y tiempos de
vida de HSA fueron realizadas partiendo de una solucién de proteina (1x10-°M) a la que se le
hicieron agregados de Gli o Glip (0-1x10+4M), a diferentes temperaturas (entre 11°C y los 37°C).
Para asegurar que la emisién de HSA proviniera solo de Trp y para evitar la interferencia de la

emision de tirosinas, se excitd a 295 nm.285

1-3.3. ANALISIS DE TIEMPOS DE VIDA DE FLUORESCENCIA

Tal como fue mencionado en la seccion 11-2.3, el analisis de tiempos de vida de fluorescencia
se realizd en un equipo de conteo de fotdn unico (SPC). Para un dado fluoréforo, el histograma
que proporciona este sistema, consiste en una convolucién de dos funciones: la ley de decaimiento
de la especie o funcién respuesta al impulso propia de la muestra I(t), y la funcién de respuesta
instrumental al pulso L(t). La funcién I(t), es la que se podria determinar cuando la excitacion ocurre
en un pulso de tiempo infinitamente corto 8. Sin embargo, todas las fuentes de excitacion poseen
un determinado ancho de pulso. Por ende, el haz de excitacién podria considerarse como un
conjunto de pulsos & de diferentes amplitudes, que causaran diferentes respuestas. Por este
motivo, la sefial de decaimiento medida experimentalmente, N(t), sera la convolucién de estas
funciones respuesta generadas por el haz de excitacion y la respuesta instrumental, tal como se

expresa en la “Integral de convolucion”:
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N(t) = j'L(t’)l(t —t)et  (Ec. 23)

La funcién de respuesta instrumental L(t) se puede obtener registrado el perfil temporal de los
pulsos de excitacion bajo las mismas condiciones, solo que se reemplaza la muestra por una
solucién dispersante de luz, por ejemplo Ludox (silica coloidal).286 Luego, el analisis de los datos
consiste en obtener una ley de decaimiento I(t), que al ser convolucionada con la funcion de
respuesta instrumental adquirida proporcione una funcién calculada de decaimiento Ncac(t) que
coincida lo mejor posible con los datos experimentales N(t). El mejor ajuste se encuentra mediante
un andlisis matematico por cuadrados minimos no lineales. A partir de la funcién I(t) que
proporcione el mejor ajuste, se obtienen el o los valores de tiempo de vida del fluoréforo en
cuestion. Las expresiones propias de I(f) mas empleadas generalmente son modelos
exponenciales de una o mas componentes, dependiendo de la complejidad de emisién del

fluoroforo.

[1-3.4. ANALISIS DE PARAMETROS TERMODINAMICOS DE INTERACCION

Como se detall6 anteriormente, mediante las determinaciones de quenching de fluorescencia
de HSA en presencia de Gli o Glip, se pueden construir las isotermas de binding que permitiran
calcular finalmente las constantes de binding y estimar el nimero de sitios que los ligandos ocupan
en HSA. Por otra parte, y para obtener mas informacion respecto del proceso de asociacién, se
pueden analizar las interacciones que se ponen en juego en la interaccion proteina-ligando, a
través de la evaluacion de los parametros termodinamicos de la asociacién. Para ello, se debe
determinar la variacion de las constantes de binding con la temperatura, y bajo la hipotesis de que
los cambios entalpicos de interaccidn no varian significativamente en el intervalo de temperaturas
estudiado, se puede emplear la ecuacion de Van't Hoff (Ec. 24) para determinar los pardmetros

termodinamicos AH° y AS° de la interaccidn.287
In Ko = -AHYRT + ASYR  (Ec. 24)

donde R= constante de los gases y Ky = constante de binding
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En base a los parametros determinados de esta manera es posible calcular finalmente los

valores de energia libre de interaccion:

AG®= AH°-TAS° (Ec. 25)

11.3.5. ACOPLAMIENTO MOLECULAR DE HSA Y Andb

Los estudios de acoplamiento molecular (docking) se llevaron a cabo empleando?4 ICM,
version 3.4. ICM permite realizar acoplamiento molecular, representando a las proteinas o
receptores a través de cuadriculas de potenciales de interaccion. Ademas, emplea un método de
optimizacién global estocastico, el cual combina pasos posicionales pseudo-Brownianos y
torsionales con una rapida minimizacién del gradiente local.

Las estructuras de Gli y Glip fueron obtenidas de la base de datos PubChem.24” Las mismas
fueron protonadas y optimizadas empleando protocolos estandar de ICM. Por su parte, se realizo
una busqueda? 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
codigos pdb): 1A06, 1E7C, 1GNI, 1HK3, 1UOR, 2BXD, 2BXK, 2BXQ,1BJ5, 1E7E, 1GNJ, 1HK4,
1YSX, 2BXE, 2BXL, 1BKE, 1E7F, 1H9Z, 1HKS, 2BX8, 2BXF, 2BXM, 1BMO, 1E7G, 1HA2, 1N5U,
2BXA, 2BXG, 2BXN, 1E7A, 1E7H, 1HK1, 109X, 2BXB, 2BXH, 2BXO,1E78B, 1E7!, 1HK2, 1TFO,
2BXC, 2BXIy 2BXP.

La estructura de HSA acomplejada con Warfarina (2BXD) fue empleada como receptor de Gli
o Glip en los experimentos de acoplamiento.

La identificacion de posibles sitios de binding se realizé utilizando la funcién icmPocketFinder
de ICM, con una tolerancia de 4,6 por defecto. Este parametro esta relacionado con la flexibilidad
del programa para la deteccion de sitios. Cuanto menor es el valor de este parametro, mayor
cantidad de sitios detectados, y viceversa. La eleccion de un valor de tolerancia de 4,6 se realiz6
segun lo recomiendan los desarrolladores del programa.

Los célculos se realizaron utilizando una funcion de puntuacion propia de ICM y el parametro
de meticulosidad (thoroughness) empleado fue de 1.0 por defecto. Este parametro esta
relacionado con la longitud del experimento de acoplamiento molecular.

Los analisis de acoplamiento se realizaron analizando los sitios | (subdominio [1A) y sitio |I

(subdominio IlIA), ya que son los sitios de binding més conocidos en HSA. También se analizo el
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sitio extra, ubicado en la hendidura entre los dominios | y IIl. La eleccion de este sitio se realizo
luego de analizar las capacidades de binding de la proteina, definida por estudios cristalograficos.
Es decir, se analizaron las estructuras co-cristalizadas de HSA obtenidas de la busqueda en
Protein Data Bank, y mediante una superposicion de dichas estructuras, se pudo observar una
region donde se ubican una gran cantidad de ligandos. Esta region es coincidente con la cavidad
correspondiente al sitio extra que se detecta con icmPocketFinder.

También se realizo un andlisis de toda la proteina (acoplamiento molecular ciego).

La validacion del método de acoplamiento molecular que se empled para probar la unién de
Gli o Glip a HSA se realizé de la siguiente manera. Se parte de la estructura co-cristalizada de
HSA con un ligando determinado, el cual se sabe que esta unido a un dado sitio de interés de la
proteina. Luego se extrae la molécula de ligando y se utiliza el método de acoplamiento a validar,
para probar la union de dicho ligando a HSA. Si el método es adecuado, deberia poder
reproducirse el modo de unién de la estructura cristalografica. Una forma de evaluar lo anterior
consiste en la comparacion de las estructuras tridimensionales cristalograficas de la proteina con
el ligando en cuestion y la correspondiente obtenida mediante los experimentos de acoplamiento
molecular, a través del valor de rmsd (root mean square distance). Este parametro determina la
distancia cuadratica promedio entre la posicion de atomos equivalentes en dos estructuras que se
comparan y se expresa en Amstrongs (A). Cuando las estructuras son idénticas, el valor de rmsd
es 0 A, y va aumentando a medida que se presentan diferencias estructurales.?8® De esta manera,
si el valor de rmsd obtenido por comparacion entre las estructuras es pequefio, se puede decir que

el método reproduce adecuadamente la estructura cristalogréfica y por lo tanto es valido.

I1-3.6. FOTOOXIDACION SENSIBILIZADA POR Rf

11-3.6.1. Interaccion de los Andb con el estado singlete electronicamente excitado de Rf ('Rf*)
La interaccion del estado singlete electrénicamente excitado de Rf ('Rf*) con los Andb se
investigd mediante medidas de fluorescencia estacionaria y resuelta en el tiempo. Los
experimentos se realizaron empleando una solucién de Rf (0,02 mM) en solucion reguladora de
pH 7.4 con 10% CH3OH como co-solvente. Luego se fueron agregando alicuotas de solucion stock
de cada Andb, preparadas respectivamente en la misma solucion de Rf.
En el caso de las medidas de fluorescencia estacionaria, se determind la variacion de la

emision fluorescente de Rf en ausencia y en presencia de Andb. Los espectros fueron registrados
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en un fluorimetro (Materiales y Métodos, seccion 11-2.2) empleando una Aexc = 445 nm y una Aem =
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 foton Gnico (SPC) descripto en la seccion 11-2.3. Se empled una Aexe = 450 nm y una Aem = 524
nm.

Los resultados obtenidos por experimentos de fluorescencia estacionaria y resuelta en el
tiempo fueron evaluados mediante un analisis clasico de Stern-Volmer (Ec. 22), tal como se

describio en la seccion 11-3.2.

1-3.6.2. Interaccion de los Andb con el estado triplete electronicamente excitado de Rf (3Rf*)
Por un lado, se realizd un estudio de las posibles interacciones entre el estado triplete
electronicamente 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 generd con un pulso de excitacién laser a 355 nm, y la determinacion de los tiempos
de vida se realizo 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 concentracion de Rf
(0,02 mM) y baja energia del laser, para evitar procesos de auto-inhibicion y aniquilacion triplete-
triplete, respectivamente. 48290 En todos los casos, se prepararon soluciones de Rf en solucion
reguladora de pH 7,4 y en CH30OH. Los Andb se disolvieron primero en solucion Rf/ CH;0H y luego
se llevo a volumen final con solucién Rf/solucion reguladora; la proporcidn final de CHzOH fue 10%
para Gli y Glip. Ademas, todas las determinaciones fueron realizadas en solucion saturada con
argon, para evitar la desactivacion del estado 3Rf* por oxigeno (proceso [7] del Esquema 14).291
Se caracterizaron también los espectros de 3Rf* en ausencia y en presencia de cada Andb,
determinando los cambios de absorbancia de las especies transitorias a un tiempo fijo en funcién
de la longitud de onda. En general, las determinaciones se efectuaron midiendo la sefial cada 10
nm hasta cubrir el espectro completo (400-800 nm). En estos experimentos también se trabajé a
bajas concentraciones de sensibilizador (0,02 mM) y la concentracidn empleada para ambos Andb
fue 5x10-4 M. En este caso, como ya fue indicado, debido a que Rf es labil a la luz se emple6 un
sistema de flujo con recambio de solucién de Rf a cada A, de manera que la solucién analizada
fuera siempre “fresca”. El dispositivo (Esquema 19) consiste en una probeta de 250 mL provista

de dos tubos de vidrio. Uno de ellos (conexion 1) se conecta a un tubo de gas argdn, para mantener
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la solucion permanentemente saturada en este gas. El otro tubo (conexién 2) transporta la solucion
desgasada hacia la celda de andlisis. Finalmente la conexién 3 permite el descarte de la solucién,
el cual se realiza a cada longitud de onda. Las mangueras conectoras que forman parte de este
dispositivo son impermeables al oxigeno. Ademas, el dispositivo y sus conexiones se mantuvieron
protegidos de la luz durante toda la experiencia. Un esquema aproximado del sistema se muestra

a continuacion:

Esquema 19: Diagrama del sistema de recambio de solucion de Rf. A: Gas argédn. B: Probeta de 250 mL adaptada

a conexiones. C: Celda de medida. D: depdsito de descarte. Conexiones: 1,2y 3.

[1-3.6.3. Fotooxidacion estacionaria: evaluacion de la participacion de EROs

En los experimentos de fotooxidacion estacionaria, se prepararon soluciones de sensibilizador
Rf en solucién reguladora de pH 7,4. Respecto de este punto, es conocido que Rf es un compuesto
altamente susceptible a la radiacién y puede ser degradado a través de diferentes procesos.292-2%
En este sentido, se ha demostrado que un factor de importancia en la velocidad de fotodegradacion
de Rflo constituye el pH. Se sabe que Rf posee dos valores de pKa: 1,7 y 10,2, pudiendo existir
consecuentemente en sus especies neutra, aniénica o catidnica, dependiendo del pH del
medio.29” De esta manera, el pH puede afectar el estado de ionizacion de la molécula y por ende,
su susceptibilidad a la excitacion y la consecuente fotodegradacion. Debido a que la seleccidn del
pH se realiz6 segun las condiciones fisiologicas, en los experimentos de fotooxidacion
sensibilizada se trabajé en solucién reguladora de pH 7,4. Teniendo en cuenta lo expuesto
anteriormente, se puede observar que la seleccion de este pH no afecta significativamente la
fotodegradacién propia de Rf, ya que la evidencia experimental indica que a pH neutro, la
fotodegradacién del sensibilizador es mucho menor que a pH alcalino?"7.

La concentracién de sensibilizador se ajustdé empleando una absorbancia de 0,5 a 445 nm,
correspondiente al maximo de absorcion de Rf en el visible. Luego se utilizé una alicuota de esta

solucién 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 prepar6 una solucién de Rf en CH3OH .Su concentracion se ajusto
utilizando los mismos valores experimentales de absorbancia (lo mas similar posible) que los
obtenidos en solucion reguladora. Se tom¢ una alicuota de la solucién en CH3OH del sensibilizador
para disolver primero a los Andb. Luego se llevé a volumen final empleando la solucion de Rf
preparada en solucion reguladora. La proporcion final de CH3OH en todos los casos fue de 10%.
Las concentraciones de sustratos fueron del orden de 104 M. Los experimentos de fotooxidacion
en estado estacionario se llevaron a cabo en el equipo de fotélisis descripto en la seccién 11-2.4.

La participacién de las diferentes EROs en la fotodegradacion sensibilizada por Rf de los
sustratos en estudio, puede evaluarse a través de las medidas de consumo de oxigeno en
condiciones aerdbicas de fotoirradiacion estacionaria en presencia de inhibidores especificos para
cada ERO.

En este sentido, para confirmar la participacion de O('Ag) se utilizdé NaNs, un conocido
desactivador fisico de esta especie excitada de oxigeno.200.172 Por su parte, la intervencion de Oz
se evaluo utilizando la enzima SOD. Esta enzima ha sido ampliamente utilizada con propésitos
cuali y cuantitativos como inhibidor de dicha especie oxidativa.2%-300 [ a enzima CAT se empled
para evaluar la participacion de Hz202.

Las velocidades relativas de consumo de oxigenc en presencia de los inhibidores fueron
obtenidas a partir de las pendientes iniciales de los graficos de consumo de oxigeno en funcién
del tiempo de irradiacion, relativizadas al consumo de oxigeno correspondiente en ausencia del
inhibidor. Las concentraciones de Andb empleadas fueron 5x104 M para Gli y 2x104 M para Glip.
Las concentraciones empleadas de inhibidores especificos fueron 5x10-% M para NaNs, vy
1mg/100mL para los casos de SOD y CAT. Estas determinaciones fueron realizadas por duplicado

y los resultados difieren en aproximadamente un 10%.

[1-3.7. FOTOOXIDACION 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 fisicas y fotoquimicas.3%' Es por ello que la
seleccion de un sensibilizador en el caso de un sistema formado por ligando-HSA debe tener
ciertas consideraciones respecto de la interaccion entre el sensibilizador y la proteina. Por este
motivo, como paso previo a los experimentos de fotooxidaciones sensibilizadas por PN, se realiz6
un estudio de la interaccion entre el estado triplete electronicamente excitado de PN (3PN*) y HSA,

mediante la cuantificacion de la constante de desactivacion de 3PN* por HSA a través de la técnica

63



Fotodegradacion de compuestos antidiabéticos y su interaccion con albimina de suero
humano

LFF. La especie transitoria del sensibilizador fue generada con un pulso de excitacion laser a 355
nm y al igual que en las determinaciones con el sensibilizador Rf, se trabajé con soluciones
saturadas con argon, a fin de evitar la desactivacion del 3PN* por oxigeno. 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 solucién reguladora de pH 7,4 y su concentracion
ajustada a un valor de absorbancia entre 0,2-0,3 a la longitud de onda de excitacion del laser. La
solucion stock de HSA (5x10-3 M) fue preparada utilizando la solucién de sensibilizador como
solvente.

Una vez descartada la interaccion de HSA con 3PN* (como sera demostrado mas adelante en
Resultados, seccion l11), se procedio al estudio de los procesos de fotodegradacion de los sistemas
HSA, Andb-HSA y Andb, sensibilizados por PN.

Con el fin de investigar la cinética de fotodegradacion mediada por Oz('Ag) de los sistemas
Gli, Glip, HSA, Gli-HSA y Glip-HSA se determinaron las velocidades relativas de consumo de
oxigeno bajo irradiacion sensibilizada por PN. Se prepararon soluciones del sensibilizador PN de
manera similar a la descripta en la seccién 11-3.6.1. En este caso, la concentraciéon de PN se ajusto
empleando una absorbancia de 0,5 a 365 nm, correspondiente al maximo de absorcion 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 proteina.284 Las concentraciones utilizadas fueron Gli
(5x104 M), Glip (2x10# M), HSA (5x10-4 M), Gli-HSA (5x104 M: 1x10-°> M) y Glip-HSA (2x10-4 M:
4x10% M). Las velocidades relativas de consumo de oxigeno fueron obtenidas a partir de las
pendientes iniciales de los graficos de consumo de oxigeno en funcion del tiempo de irradiacion,

relativizadas a la pendiente de HSA.

[1-3.7.1. Determinacion de la constante de velocidad de desactivacion total de Oz ('Ag)

La determinacién de la constante de velocidad de desactivacion total de Ox('Ag) por Andb,
Andb-HSA'y HSA, ki = kq + ki, (procesos [10] y [11] del Esquema 14, respectivamente) se puede
estimar a través de la deteccion de la emisién de fosforescencia de Ox('Ag) a 1270 nm (Time
Resolved Phosophorescence Detection, TRDP, Materiales y Métodos, seccion 11-2.6).

Los valores de k: fueron obtenidos mediante la determinacién de los tiempos de vida de
02('Ag) en ausencia y en presencia de diferentes concentraciones de los sustratos estudiados.

La sefial de decaimiento de fosforescencia de Oy('Ay) esta dada por la siguiente ecuacion:
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= Ioe’_: (Ec. 26)

donde lo y 7o son la intensidad de la sefial y el tiempo de vida de Oz ('Ag) en ausencia del
sustrato. El ajuste de las trazas del decaimiento a través de la Ec. 26 permite obtener el tiempo
de vida de O2('Ag).

En general, los puntos iniciales de la sefial de decaimiento estéan perturbados por sefiales
espureas o fluorescencia residual del sensibilizador. Por esta razén, el anélisis de la sefial se
realizé a partir de los 8-10 ys. Estos decaimientos no requieren de métodos de deconvolucién
puesto que tanto el ancho del pulso del Iaser de excitacion, como el tiempo de respuesta (4-5 us)
no interfieren en los tiempos de vida de O ('Ag) (tiempos de aproximadamente 67 ps en D20).302

Para obtener el valor de k: se utiliza [a Ec. 29, que se deduce como se describe a continuacion:

k, =k, +k[A]  (Ec.27)

Como kg =1/t y ka = 1/ 1o, la Ec. 27 equivale a:

Tk (e
T

%y
Reordenando se obtiene:

Yo 1tk [A]  (Ec.29)
r teo

Graficando 1o/ © en funcién de [A] y conociendo el valor de o (Ec. 29) se obtiene el valor de
ki a partir de la pendiente. Alternativamente, graficando 1/z en funcién de [A] (Ec. 28), se puede
obtener ki a partir de la pendiente.

Las soluciones del sensibilizador PN fueron preparadas en solventes deuterados (D20 vy
CDs0D), tal como fue anteriormente indicado (Materiales y Métodos, seccién 11-2.6) a fin de
aumentar el tiempo de vida de oxigeno singlete.303 La concentracion de PN fue ajustada a un valor
de absorbancia entre 0,2-0,3 a la longitud de onda de excitacion del laser (355 nm). Para las
determinaciones de k en presencia de los Andb puros, se prepararon soluciones sfock de
concentracion 1x102 M, con 10% de CD30D. A partir de estas soluciones, se realizaron agregados
de manera que las concentraciones de Andb empleadas fueron entre 0 y 2x10-3 M. Por otro lado,
en las determinaciones de k: para los sistemas Andb-HSA, se prepararon soluciones stock con

concentraciones Andb-HSA de 1x10-3 M-1x10-5 M. En este caso, se utilizd también sélo un 10%
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de CDs0D vy la concentracion de proteina se mantuvo siempre constante e igual a 1x10° M. Es
importante aclarar que una concentracion de 10% de CD3OD no afecta la estructura ni las

funciones de HSA.284 Las concentraciones de Andb empleadas fueron entre 0 y 5x10-4 M.

[I-3.7.2. Estudio de los productos de fotooxidacion de Andb mediada por O2('Ag)

La identificacion de los productos de fotooxidacion mediada por Oo('Ag) 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 lievd a cabo la irradiacion
(estacionaria) con luz Visible de soluciones de Gli 5x104 M en un tubo de vidrio de 50 mL, utilizando
como solvente una solucion reguladora de pH 7,4 y 10% de CH3OH como co-solvente, que
contiene el sensibilizador PN cuya concentracion se ajusto a una absorbancia de 0,5 a su maximo
de absorcion (365 nm). Con el objetivo de asegurar que la radiacion fuera absorbida sélo por el
sensibilizador, se empled un filtro de corte (A= 320 nm). Ademas las soluciones fueron
continuamente agitadas y oxigenadas. Cada solucion fue irradiada un determinado periodo de
tiempo (60 y 90 minutos), a fines de comparar los productos obtenidos en cada caso. El analisis
de fotoproductos se realizé por HPLC-Masa, tal como se describié en Materiales y Métodos,

seccion 11-2.7.

[1-3.7.3 Estudios de toxicidad in vitro de los productos de fotooxidacion de Gli mediada por
0('Ag)

Los analisis de toxicidad consisten en el estudio cualitativo y cuantitativo de los efectos
deletéreos ocasionados por agentes fisicos o quimicos sobre la estructura y funcion de los
sistemas vivos.

Existen diferentes formas de evaluar la toxicidad. Hasta hace algunos afos la
experimentacién en animales era la técnica mas utilizada. No obstante, en la actualidad el
surgimiento de las sociedades protectoras de animales de experimentacion 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”. Esta se define como una alteracioén de las
funciones celulares basicas (integridad de la membrana y citoesqueleto celular, metabolismo,
liberacion de constituyentes celulares o productos, regulacion iénica y division celular), que
conlleva a la produccion de un dafio que pueda ser detectado mediante mecanismos celulares

conocidos.304
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Para evaluar la citotoxicidad existe una gran variedad de ensayos toxicologicos entre los que
se destacan técnicas inmunolégicas que permiten determinar la integridad del citoesqueleto (como
la inmunofluorescencia indirecta (IF1)), el ensayo de determinacion de pérdida de la enzima
citoplasmatica lactato dehidrogenasa (LDH), la visualizacién del dafio morfologico celular, la
cuantificaciéon de proteinas, la técnica de captacién del rojo neutro (RN) y la de reduccion de
bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il0)-2,5-difeniltetrazol (MTT), entre otros.305

Para investigar la citotoxicidad de una dada sustancia, una herramienta muy Util es emplear
modelos experimentales como cultivos primarios y érganos aislados como lineas celulares. Un
ejemplo de estos cultivos es la linea celular Vero, la cual deriva de células de rifion de mono. Esta
linea en particular, se adapta faciimente 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
utilizacion de la linea celular Vero resultan de gran interés para evaluar el impacto que pueden
tener las sustancias analizadas en humanos, ya que esta especie animal esta filogenéticamente
relacionada con el hombre.

Los estudios de toxicidad de los productos de fotodegradacion mediadas por Oz('A4) de Gli

se llevaron a cabo en cultivos de células Vero, como se detallara a continuacion.

11-3.7.3.a. Preparacion de soluciones y medios de cultivo
¢ Cultivos celulares

En el desarrollo de las experiencias se empled la linea celular Vero (rifién de mono verde
africano, Cercopithecus aethiops) ATCC CCL-81, adquirida comercialmente en la Asociacion
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 minimo de Eagle (MEM) fue preparado en solucién salina balanceada de
Earle (la cual contiene una gran variedad de sales inorganicas, aminoacidos y vitaminas, entre
otros componentes). A esta solucion se le adiciond 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 minimo de Eagle (MEM) fue preparado en solucion salina balanceada de
Earle y contiene 2% de SFB (inactivado a 56°C por 30 minutos), 30 ug/mL de glutamina y 50
Mg/mL de gentamicina y su pH fue de 7,2-7 4.

% Medio Tioglicolato

Este medio se prepard colocando 29 g de Tioglicolato Difco por cada 1000 mL de solucion,
utilizando agua destilada como solvente. Se esterilizd a % atmdsfera durante 20 min y se conservé
a temperatura ambiente y en oscuridad hasta su uso. Este medio se utilizé para el control de
esterilidad de los distintos medios y soluciones empleados en los cultivos celulares.

¢+ Solucién de Azul Tripan al 0,5%

Se colocaron 0,5 g de Azul Tripan por cada 100 mL de solucion, empleando agua bidestilada
como solvente. Se disolvi6 por agitacion y se conservo a 4°C.

++  Solucién reguladora de fosfatos (PBS)

Esta solucién se prepard con 8 g de NaCl, 0,2 g de KCI, 1,44 g de NaxPOsH -2 H20y 0,2 ¢
de KPQO4H; por cada 1000 mL de solucién, empleando agua bidestilada como solvente. La solucién
se fraccion6 en frascos de 200 mL aproximadamente, se esterilizé a % atmaosfera durante 30 min
y se conservd a 4°C hasta su uso.

% Solucion de Bicarbonato de Sodio al 5%

Dicha solucion se prepard colocando 5 g de NaCO3sH en 100 mL de solucién, empleando
agua bidestilada como solvente. Se disolvié por agitacién y se fraccion6 en tubos de ensayo. Se
esterilizd a % atmdsfera durante 20 min y se conservé a 4°C hasta su uso.

%+ Solucion de Gentamicina

Para esta solucion, se colocaron 0,5 g de sulfato de Gentamicina por cada 100 mL de solucién,
utilizando agua bidestilada como solvente. Se esterilizé por filtracion fraccionandose en pequefos
volumenes. Se conservd a 4°C hasta su uso.

++ Solucién de glutamina

Esta solucion fue preparada colocando 3 g de Glutamina y 0,85 g de NaCl por cada 100 mL
de solucién, empleando agua bidestilada como solvente. Se agitd hasta disolucién en bafio a 37°C.
Se esterilizd por filtracion, se fraccioné y se conservo a -20°C hasta su uso.

++  Soluci6n de Rojo Fenol al 0,5%
Para esta solucion se mezclaron 1 g de Rojo fenol, 50 mL de una solucién de NaOH 0,05 Ny

agua bidestilada. Para obtener esta solucién, primero se macerd el rojo fenol en un mortero con
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un pequefio volumen de solucion de NaOH 0,05 N, la cual se continGia agregando de a gotas hasta
obtener una solucién que mantuvo su color rojo intenso. Una vez disuelto el colorante, se ajusté a
volumen un final de 200 mL con agua bidestilada. Se fraccion6 en frascos color caramelo y se
esterilizd a % atmosfera durante 30 min. Se conservd a 4°C hasta su uso.

< Solucidn de Tripsina + EDTA 2X

Esta solucién se prepard colocando 16 g de NaCl, 0,8 g de KCI, 2 g de Dextrosa, 1,16 g de
NaCOsH, 1,5 g de Tripsina y 0,4 g de Versene (solucién de EDTA 0,2 g por litro de solucion
amortiguadora de fosfatos PBS), por cada 1000 mL de solucion. Se utilizé agua bidestilada como
solvente. Los componentes se disolvieron por agitacion magnética, agregando luego 4 mL de rojo
fenol al 0,5%. Se esterilizo por filtracion y fracciond en volumenes de 50 mL. Luego de realizar
controles de esterilidad en medio Tioglicolato, se conservé a -20°C hasta su uso.

% Soluciones de Gliclazida (Gli)

Las muestras de Gli fueron preparadas en solucion reguladora de pH 7,4 (KH2PO4 0,1M-
NaOH 0,1M) como solvente principal y DMSO como co-solvente, en presencia de 9,9 pg/ml del
sensibilizador PN. Debido a la escasa solubilidad de Gli en agua, se utilizé 1% de DMSO para la
solucion stock de Gli 161,7 pg/mL y 5% de DMSO para la solucién 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

11-3.7.3.b. Preparacion 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 analizd la posible citotoxicidad de las muestras. Para ello se descartd
el MC de las monocapas celulares preformadas. Luego se agregaron diferentes volumenes de
muestra en cada pocillo, llevando a un volumen final de 200 ulL con MMy se incubd por 48 horas.
Se realizaron simultaneamente dos ensayos. Uno de ellos consistio 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 volumenes de solucion stock de PN 9,9
ug/mL en tres condiciones: sin irradiar e irradiadas por 60 y por 90 minutos. Las concentraciones
finales de PN (en pg/mL) fueron 0,25; 0,5 ;1,5; 2,5y 4,95. En el otro ensayo, se evalué la posible
citotoxicidad de Gli y de sus productos de fotooxidacion incubando las células con diferentes

volumenes de solucién stock de Gli 161,7 pg/mL /PN 9,9 ug/mL en tres condiciones: sin irradiar
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e irradiadas por 60 y por 90 minutos. Las concentraciones finales de GIi/PN (en pg/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
solucién stock de Gli diez veces y mantener una concentracion constante de PN. Nuevamente se
evalug la posible citotoxicidad del sistema Gli/PN y de sus fotoproductos. Se incubaron las células
con diferentes volimenes de solucion stock de Gli 1617 ug/mL/ PN 0,5 ug/mL en tres condiciones:
sin irradiar, irradiadas durante 45 y por 75 minutos. Las concentraciones finales de Gli (en pg/mL)
fueron: 4,00; 8,10; 24,2; 40,4; 80,8 y 121. Dado que se trabajé con una solucidn mas concentrada
de Gli, se disminuyeron los tiempos de irradiacidn en relacion al experimento anterior, con el fin
de obtener aproximadamente los mismos porcentajes de conversién. Cada tratamiento fue
realizado por cuadruplicado.

En todos los casos, se utilizd como referencia un control celular, el cual consistié en
monocapas celulares bafiadas solamente con MM sin la muestra a analizar, como indicador de la
morfologia celular normal.

Los analisis de toxicidad celular fueron evaluados desde dos parametros fundamentales: la
maxima concentracion no citotdxica (MCNC) y la concentracién citotdxica que causa el 50% de
muerte celular (CCso). A continuacién se describe detalladamente la determinacién de ambos

parametros.

Determinacion de la méxima concentracion no citotéxica (MCNC):

Los cultivos incubados con las muestras a analizar fueron evaluados por su morfologia celular
alas 24 y a las 48 horas, al microscopio 6ptico invertido, con el propésito de detectar alteraciones
tales como redondeamiento celular, presencia de granulaciones y/o vacuolizacién citoplasmatica
y desprendimiento celular. Se consideraron citotdxicas aquellas concentraciones de las muestras
que generaron alteraciones morfologicas visibles al microscopio. La MCNC fue definida como la
maxima concentracion de cada muestra que no produjo ninguna alteracion visible en la monocapa

celular luego de 48 horas de incubacién a 37°C, siendo éste el tiempo limite de observacién306 307-
3N
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Determinacién de la Concentracion Citotéxica 50% (CCso) por ensayo de captacion de Rojo Neutro (RN)

El ensayo de captacion del RN es un experimento quimiosensible que evalla la viabilidad
celular, basada en la capacidad de las células viables de incorporar y unir el RN .32 Este es un
colorante catidnico débil que penetra las membranas celulares por difusidn no iénica,
acumulandose en los lisosomas, donde se une con sitios anidnicos 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 accién de xenobioticos resultan en una disminucion de la captacion y union del
RN. De esta manera es posible distinguir células muertas, dafiadas y vivas.

Luego del periodo de incubacién de las células con las muestras a analizar, las soluciones
fueron removidas y las células fueron lavadas con 200 uL de PBS/pocillo. Luego se agregaron
200 ul/pocillo de la solucién de RN (30 pg/mL en MEM) y la policubeta se incub6 a 37°C por 3 hs
para favorecer la incorporacién 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 extraccion con
una mezcla de acido acético, etanol y agua (1:50:49). Después de la agitacion 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 maximo de absorcion en el visible del colorante RN.

La viabilidad relativa en los tratamientos fue expresada como porcentaje de disminucion de
RN captado con respecto a las células controles; y la fraccidn de supervivencia (FS) fue calculada
segun la siguiente formula:

Ay Células tratadas
A Células control

FS= x100  (Ec.30)

donde Asaonm €S la absorbancia de cada pocillo a 540 nm. Los valores de viabilidad obtenidos
de esta manera fueron sometidos a analisis estadistico de regresién no-lineal, con un coeficiente
de determinacién >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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[1-3.8. ESTUDIOS DE LA INFLUENCIA DE GLUCOSA SOBRE LA INTERACCION Andb-HSA Y LOS PROCESOS
DE FOTODEGRADACION MEDIADOS POR O2 (1Ag)

Se realizaron experimentos de quenching de fluorescencia en estado estacionario y a
temperatura ambiente, para obtener los correspondientes parametros de binding en presencia de
glucosa. Cabe destacar que el andlisis de los datos obtenidos en esta parte es igual al descripto
en las secciones 11-3.1y 1I-3.2.

En primer lugar, se realizé un experimento para evaluar el efecto de glucosa sobre HSA. Para
ello, se parti6 de una solucién de proteina (1x10-° 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 solucion de HSA (1x10-5 M) a la que se fueron realizando agregados
de Andb (0-1x10-4 M) en presencia de glucosa 1,2x10-2M = 216 mg/dL (situacion 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 fotodegradacion mediada por Oz("Ag),
se llevaron a cabo experimentos de fotodegradacién sensibilizada por PN de los sistemas Andb,
HSA y Andb-HSA. Para ello, se determinaron las velocidades de consumo de O('Ag)
sensibilizadas por PN para los sistemas Gli 5x104 M, Glip 2x104 M, HSA 1x10M y las mezclas
Gli-HSA (5x104 M: 1x10-5 M) y Glip-HSA (2x104 M: 4x10-6 M) en presencia de glucosa en cuatro
concentraciones: 1x10-3 M, 5x10-3 M, 1,2x102 My 1,7x10-2 M. La preparacion de soluciones y las
condiciones experimentales de medida fueron iguales a las detalladas en la seccion 11-3.7 Para
completar este estudio, se determinaron los valores de la constante de velocidad de desactivacion
total de O2'Ag) (k) para los sistemas Gli, Gli-HSA, Glip, Glip-HSA en presencia de dos
concentraciones de glucosa: 5x103 My 1,7x10-2 M. La eleccidn de estos valores de concentracion
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
(1,7x102 M = 300 mg/dL). Las soluciones fueron preparadas en las mismas condiciones y

empleando la misma metodologia descripta en la seccién [1-3.7.1.
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lIl. RESULTADOS
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ll-1: CARACTERIZACION DEL SISTEMA Andb-HSA
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III-1.1. CARACTERIZACION ESPECTROSCOPICA DE LOS COMPUESTOS DE INTERES

Con el objeto de caracterizar las propiedades espectroscopicas de Gli, Glip y HSA, se
registraron los espectros de absorcion y fluorescencia de dichas especies en solucién reguladora
de pH 7,4. Los espectros de absorcion de Gli, Glip y HSA se muestran en la Figura 3 A. Como
puede observarse, Gli presenta un maximo caracteristico 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 tipica
de absorcién3'3 a 280 nm.

Por otro lado, se registraron espectros de emision de fluorescencia para Gli y Glip, pero en
ambos casos no se detectd emisidn. Para HSA, el espectro de emision fue tomado excitando a

295 nm y se muestra en la Figura 3 B.
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Figura 3: A: Espectros de absorcion de: Gli normalizado a 226 nm (3x10-5 M), Glip normalizado a 225 nm (5x10-6 M)
y HSA normalizado a 280 nm (3x106 M, inserto), en solucién reguladora de pH 7,4 B: Espectro de emision de HSA
1x10-5 M en solucion amortiguadora pH 7.4; A exc= 295 nm.
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lll-1.2. ESTUDIO DE LA INTERACCION DE Gli Y Glip CON HSA

llI-1.2.1. ESTUDIOS MEDIANTE TECNICAS DE FLUORESCENCIA

l1-1.2.1.a. Quenching o desactivacion de fluorescencia de HSA por Andb

Con el fin de obtener los parametros de binding de la asociacion Andb-HSA, se estudio el
comportamiento de los espectros de emision de fluorescencia de HSA (Aexc= 295 nm) en presencia
de Gli y Glip. En estos experimentos no fue necesario realizar correcciones por filtro intemno, ya
que la absorbancia de ambos Andb es despreciable a la longitud de onda de excitacién. Se empled
una concentracion de HSA 1x10 M, mientras que las concentraciones de Andb se variaron en el
intervalo 0-1x104 M. Estos experimentos fueron realizados a cuatro temperaturas: 12, 18, 26 y 35
°C para poder evaluar los parametros termodinamicos de interaccion.

Los resultados indican que existe una desactivacion de la emisién de HSA por Gli y Glip a

todas las temperaturas ensayadas. Los resultados para 26 °C se muestran en la siguiente figura:

2.0x10 2.0x10"
. A B
) [Gli]
15x10" - | 1.5x10"
<00} | < 1.0x10’
[V

5.0x10°

If (u

5,0x10°

i b i —y—— 0.0 L i i
350 400 450 500 350 400 450 500
A (nm) A (nm)

Figura 4: Espectros de emisién de fluorescencia de HSA (1x10-5 M), Aexc = 295 nm, solucion reguladora de pH 7.4, en
presencia de diferentes concentraciones (0-1x10-4 M) de A: Gliy B: Glip.

Los resultados del analisis clasico de Stern-Volmer, obtenidos a partir de los espectros de
emision de HSA en presencia de diferentes concentraciones de Andb, a diferentes temperaturas

se muestran a continuacion:
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Figura 5: Graficos del anélisis clasico de Stern-Volmer a diferentes temperaturas. A: sistema Gli-HSA. B: sistema
Glip-HSA.

Los graficos del analisis clasico de Stern-Volmer (lo/l vs. [A], Ec. 22, Materiales y Métodos,
seccion 11.3.2) muestran una desviacién negativa para ambos Andb, y es observado para todas las
temperaturas ensayadas. Este tipo de comportamiento ya ha sido evidenciado en la desactivacion
de fluorescencia de HSA por ciertos farmacos como Midazolam, Magnolol, Captopril, entre otros.
84314-323 En general este hecho ha sido justificado indicando la existencia de una poblacién de
fluoréforo que puede ser desactivada y otra que no, y los resultados se analizan segun un
tratamiento modificado de Stern-Volmer. Sin embargo, el origen de esta interpretacion se basa en
la existencia de varios fluordforos (varios residuos de triptéfano, por ejemplo), que pueden
encontrarse en diferentes sitios de la proteina. Algunos podran ser desactivados porque se
encuentran accesibles al desactivador y otros no. 324 Por lo tanto, esta interpretaciéon podria no
ser valida cuando se trata de una proteina como HSA que posee un dnico Trp. Una posible
explicaciéon a la curvatura hacia las abscisas del grafico de Stern-Volmer puede ser que, Ia
presencia de los sustratos no alcance a desactivar completamente la fluorescencia de HSA y/o
que existan diferentes tipos de sitios de interaccion en la proteina.32® En consecuencia, estos
resultados forman parte de las primeras evidencias experimentales de una posible interaccion
entre HSA y los Andb.

Con el objeto de profundizar en el estudio del quenching de fiuorescencia de HSA en
presencia de los Andb, se realizaron determinaciones de fluorescencia resueltas en el tiempo. Los

tiempos de vida de fluorescencia de HSA (Aexc = 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 foton Unico

(Materiales y Métodos, seccion 11-3.3). Los resultados se muestran en las siguientes tablas:

Tabla 1: Tiempos de vida de fluorescencia de HSA con agregados de Gli a 25°C (Aexc = 295 nm).

[GIi] (M) t (ps) (25°C)

0 11=6,5+0,1(80%) t2=1,8+0,1(20%)
1,4x10% 1= 6,2+ 0,1 (76%) 12=1,8+0,1(24%)
4,5x10° 1=5§9+0,1(73%) t2=1,7£0,1(27%)
7.4x10 11=58+0,1(71%) 12=1,6+£0,1(29%)

1x10+4 711=6,0+0,1(67%) 72=1,8+0,1(33%)

Tabla 2: Tiempos de vida de fluorescencia de HSA con agregados de Glip a 25°C (Aexc = 295 nm).

[Glip] (M) T (ps) (25°C)

OM 11265402 (77%) 12=1,8+0,2(23%)
1,2x10 11=57+02(73%) 12=1,8202(27%)
2,4x10 11=58+0,2(66%) t2=1,9+0,1(34%)
4,5x10°5 1126,8+ 0,6 (48%) 12=2,4+0,2(52%)
6,5x10° 11=5710,3(56%) 12=2,1+0,2 (44%)

8,25x10° 11=6,5207(43%) 1222,4+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 fluoréforo intrinseco de la proteina (Trp214) posiblemente estaria emitiendo
desde conformaciones diferentes. Estas componentes ya han sido detectadas por otros autores y
los valores obtenidos para ambas concuerdan con los ya reportados.324326-331 En este sentido, una
explicacién al origen de estas componentes es la existencia de un equilibrio en soluciéon de
moléculas de HSA en dos conformaciones. En cada conférmero, Trp214 tendra un entorno distinto
y en consecuencia, la emision de fluorescencia resultara de una superposicion de las emisiones
provenientes de las diferentes conformaciones.

Como se puede observar en las tablas, los tiempos de vida de fluorescencia de la proteina

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 estatico, en el cual la

formacion de un complejo Andb-HSA no fluorescente en el estado fundamental, es la causa de la

desactivacion de fluorescencia de la proteina.

l1I-1.2.1.b. Determinacion de los parametros de binding de Andb-HSA

A partir de los resultados de quenching de fluorescencia de HSA por los Andb, se

determinaron los parametros de binding de la interaccion Gli-HSA y Glip-HSA a las diferentes

temperaturas ensayadas. Los datos fueron procesados tal como fue descripto en Materiales y

Métodos seccion 11-3.1. Los graficos de las isotermas de binding se muestran a continuacion
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Figura 6: Isotermas de binding para la interaccion 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 interaccién 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 interaccidn, es decir n=2 en |a Ec. 18 (Materiales y Métodos, seccién 11-3.1). Los ajustes
correspondientes son las curvas rojas que se muestran en las Figuras 6 y 7. Esto significaria 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 (°C) Kar (M) Kt (M)
12,6 (4,90,2) x104 (1,1520,06) x10
18,8 (3,840,2) x10* (1,0220,06) x104
Gl 26,2 (4,410,2) x104 (1,28+0,05) x104
35,2 (4,240,2) x104 (1,0320,06) x10¢
12,6 (5,80,3) x105 (2,8310,07) x10*
17,6 (4,620,3) x105 (2,80,1) x10*
Glip 26,6 (3,1£0,2) x105 (2,4610,09) x104
355 (2,90,1) x105 (2,3240,07) x10*

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 farmacos (valores alrededor de 104-105 M)
informados en la literatura.?!

Para la interaccion Gli-HSA, los valores de las constantes de binding no varian de manera
significativa con la temperatura, para ambos sitios de unién. Por su parte, en el caso de la unién
de Glip a HSA, se puede observar una disminucion en las constantes de binding a ambos sitios a
medida que se incrementa la temperatura. Este comportamiento podria explicarse teniendo en
cuenta los resultados obtenidos a partir de la evaluacion de los tiempos de vida de fluorescencia
de HSA en presencia de los Andb (seccion II-1.2.1.a). En estos experimentos se observo que la
desactivacion de la emision de la proteina ocurre por formacion de un complejo Andb-HSA no
fluorescente en estado fundamental (quenching estatico). Por ende, al aumentar la temperatura,
la formacion del complejo Glip-HSA se estaria desfavoreciendo, por lo que lo cual se observa una
disminucioén en las Ky en funcién de la temperatura. Ademas, esta tendencia en los valores de Ky
con la temperatura concuerda con los signos de AH° de interacciéon, como se discutira mas

adelante.

[1I-1.2.1.c. Determinacion de los parametros termodinamicos de interaccion Andb-HSA

A partir de la variacion de la constante de binding (Ky) entre un ligando y una proteina con la
temperatura, es posible obtener los parametros termodinamicos de dicha interaccién. Luego, a
través de un andlisis de los valores de estos parametros es posible deducir la naturaleza de las

interacciones que predominan entre la proteina y el ligando. En este sentido, se ha propuesto un

81



Fotodegradacion de compuestos antidiabéticos y su interaccion con albumina de suero
humano

modelo hipotético termodinamico que explica las contribuciones energéticas que se ponen en
juego en el proceso de asociacion, que ocurre en dos pasos.332 El primero representa una
asociacion hidrofébica e inmovilizacion parcial 0 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 electrostaticas, de Van der Waals, puentes de hidrégeno que se establecen
en la asociacion. Finalmente, el valor resultante de AG® del proceso de asociacion, estara
determinado por las magnitudes relativas de AH® y AS® en cada paso.

Dado que los valores de Ky de Gli-HSA no variaron significativamente con la temperatura en
el intervalo ensayado, no fue posible determinar los parametros termodinamicos de dicha
interaccién. En consecuencia, solo se muestran los resultados para el caso de la interaccion Glip-
HSA, la cual presenta variacion en Ky respecto de la temperatura.

Especificamente, los valores de AH° y AS° correspondientes a cada sitio se calcularon en
funcién del gréfico de In Ky vs. 1/T (Ec. 24, Materiales y Métodos, seccién 11-3.4). Los valores de
AG® se calcularon mediante la Ec. 25 (Materiales y Métodos, seccion 11-3.4) a 25 °C. Estos
resultados se muestran en el gréfico de la Figura 8 y los valores de los parametros termodinamicos

se encuentran resumidos en la Tabla 4.
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Figura 8: Grafico de la ecuacién de Van't Hoff para el calculo de parametros termodinamicos de interaccion Glip-
HSA.
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Tabla 4: Parametros termodinamicos de interaccién Glip-HSA,

Sitio AH® AS°® 'AG®
(Kcalimol) (catimolK) (Kca/mol)

Sitio | 54 7,0 15

Sitlo ii 16 15 5.9

4+ 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 interaccidn. En consecuencia, el valor negativo
resultante para AG® indica que el proceso de asociacién de Glip a HSA en ambos sitios es
espontaneo. Los valores negativos de AH® para ambos sitios de interaccion, indican que la
asociaciéon es exotérmica, de manera que un aumento en la temperatura podria genera una
disminucidn en los valores de Kb, tal como se observd en los resultados obtenidos en la seccion
anterior. A su vez, los altos valores de AH° indican que ademés el proceso se encuentra
entalpicamente controlado.

Tal como ha sido propuesto en el analisis de los signos y valores de los parametros
termodinamicos de interaccidn proteina-ligando,332 valores negativos de AH° pueden ser
relacionados a interacciones de Van der Waals o puentes de hidrogeno. En este sentido, se
conoce que Glip es una de las sulfonilureas con mayor capacidad de formar puentes de hidrogeno
(9 grupos donadores de protones y 3 grupos aceptores de protones).” Por este motivo, es probable
que este tipo de interaccion sea el predominante en la asociacion Glip-HSA.

Por otro lado, los valores positivos de AS® pueden deberse a la contribucion energética de las
interacciones hidrofébicas, relacionadas al primer paso del modelo de asociacion proteina-ligando
que incluye la reorganizacion de las moléculas de solvente alrededor del ligando y de la proteina.

De esta manera, el signo de AS® podria 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, seria importante realizar una aclaracion en este punto. Mediante el anélisis de
binding que se ha realizado utilizando espectroscopia de fluorescencia, se puede tener una idea
del nimero de sitios donde el ligando se une en la proteina y de los valores de Ky, Sin embargo,

no es posible identificar cuales 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 informacién 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 continuacion.

l11-1.2.2. ESTUDIO DE LA INTERACCION Andb-HSA MEDIANTE ENSAYOS DE ACOPLAMIENTO MOLECULAR
(DOCKING)

Los resultados que se presentan en esta seccion fueron obtenidos en colaboracién con el
grupo de la Dra. Paola Beassoni, del Departamento de Biologia Molecular, Universidad Nacional
de Rio Cuarto (UNRC).

111-1.2.2.a. Deteccion de cavidades:
En primer lugar, se identificaron las cavidades en HSA con la aplicacién “icmPocketFinder”

del programa333 ICMPro. A continuacién se muestran dichas cavidades y particularmente las que

fueron seleccionadas en este estudio:

B Sitio extra

Sitio I
Sitio |

Figura 9: A: Cavidades detectadas por “Pocket Finder” de ICM en HSA (Cédigo pdb: 2BXD). B: ldentificacién de los

sitios empleados para realizar acoplamiento molecular con Gli y Glip (sitio 1, sitio Il y sitio extra).

l1-1.2.2.b. Validacién del método
El método fue validado por comparacion de las posiciones de los ligandos Warfarina,

Diazepam y Azapropazona obtenidas por acoplamiento molecular en los sitios |, Il y en el sitio
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extra de HSA, respectivamente, con las posiciones de estos ligandos en las correspondientes
estructuras cristalograficas 2BXD, 2BXF y 2BX8. Los resultados indican que Warfarina, Diazepam
y Azapropazona se unen al sitio I, il y al sitio extra de HSA, respectivamente. Por su parte, los
valores hallados para la desviacion de la media cuadratica (root mean square distance, rmsd)
fueron de 1,33 A para Warfarina, 0,86 A para Diazepam y 1,87 A 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 ademés 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 union de este farmaco al sitio | de HSA obtenida por acoplamiento molecular;
en la Figura 10B se muestra la superposicion de las estructuras de Warfarina en el sitio | de HSA,

obtenida por acoplamiento molecular y co-cristalizada con la proteina.

, C |

Y €=
Y A

— N

ez

Figura 10: A: Ubicacion de Warfarina en el sitio | de HSA empleando el método de Docking a validar. B: Estructuras
de Warfarina en el sitio | de HSA. En blanco y rojo: Warfarina cristalografica. En azdl: Warfarina obtenida por

acoplamiento molecular.

HI-1.2.2.c. Resultados de acoplamiento molecular para Gli-HSA
Unién de Gli al sitio I:

La unién Gli en el sitio | de HSA fue evaluada realizando calculos de acoplamiento molecular
sobre este sitio. El mismo se encuentra localizado en el subdominio IlA de HSA (Figura 1,
Introduccién, seccion 1-3.6) y esta 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, lle264, Ser287, His288, €290, 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 aminoacidicos cargados. Por su parte, la zona interna se encuentra cubierta
de cadenas hidrocarbonadas que le otorgan un caracter hidrofébico.

Como se observa en la Figura 11, la molécula de Gli no se acomoda completamente en la
cavidad de este sitio. Sin embargo, esta conformacidn tiene una energia de unién favorable (-81,1
Kcal/mol). Esto puede deberse a que el ligando queda en una regién que se encuentra expuesta
al solvente, sin colisiones o impedimentos estéricos con otras cadenas laterales. Aun asi, puede
considerarse que la union a este sitio es poco probable, ya que al no entrar la molécula de Gli
completamente en la cavidad, no habra una suficiente interaccion proteina-ligando que mantenga

al Andb unido en esta zona.

A

Figura 11: Acoplamiento molecular localizado de Gli en el sitio | de HSA.

Unién de Gli al sitio Il:

De igual manera que se realizé con el sitio |, se analiz6 la union de Gli inspeccionando el sitio
Il. Este se encuentra formado por los residuos Leu387, lle388, GIn390, Asn391, Phe403, Leud07,
Argd10, Tyrd11, Lys414, Leud30, Val433, Alad49, Leud53, Argd85 y Ser489. En este caso, el sitio
se caracteriza por poseer un potencial electrostatico positivo y caracter hidrofébico en la zona
interna. Los resultados indican que la molécula de Gli se acomoda bien en dicha cavidad y
presenta una energia de union muy favorable (-80,4 Kcal/mol), como se puede observar en la
Figura 12.

Se puede notar la predominancia de interacciones hidrofobicas con el grupo
perhidrociclopenta[c]pirrol de Gli, como también interacciones del tipo cation-m entre el residuo

Arg410 y el anillo bencénico del Andb con una distancia promedio de 4,3 A. Ademas se pudo
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detectar una interaccion puente de hidrégeno entre el O3 del grupo urea de Gli (Figura 42, seccion

V-1, Apéndice) y el grupo oxidrilo de Ser489.

Figura 12: A: Acoplamiento molecular de Gli (representada en colores por tipo de atomo: turquesa para carbono,
amarillo para azufre, azul para nitrégeno y rojo para oxigeno) en el sitio |l de HSA. B: imagen del sitio Il con Gli en su

interior y los residuos aminoacidicos mas proximos al Andb.

Unién 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 [IIA de HSA (Figura 1, Introduccion,
seccion |-3.6) y es una de las cavidades mas amplias de la proteina. Se encuentra constituido por
los residuos Asp108, Asn109, Pro110, Leu112, Leu115, Val116, Arg117, Pro118, Met123, Phe134,
Lys137, Tyr138, Glu141, lle142, Arg145, His146, Pro147, Tyr148, Phe149, Tyr161, Leu182,
Leu185, Arg186, Asp187, Gly189, Lys190, Ala191, Ser193, Ala194, Arg197, Glud25, Asn429,
Lys432, Tyrd52, Vald56, GInd59, Val462 y Leu463. La mayoria de ellos le otorgan a este sitio una
densidad de carga positiva y caracter hidrofébico.

En este caso, se obtuvieron dos posibles conformaciones. La conformacién de energia méas
favorable (-94,3 Kcal/mol, Figura 13 A) se encuentra estabilizada por puentes de hidrégeno que
se forman entre el grupo sulfonil y el grupo amino de Lys190, y entre O3 y N1 del grupo urea de
Gli (Figura 42, seccién V-1, Apéndice) y los grupos amino de Glu425, GInd59, Asnd29. Ademas,

se observaron interacciones del tipo -1 entre His416 y el anillo bencénico de Gli.
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Figura 13: Acoplamiento molecular de Gli en el sitio extra: la mejor conformacién se muestra en A y una conformacion
alternativa se muestra en B. Gli se representa coloreada por tipo de atomo y el sitio de binding esta representado por
superficies solidos y transparentes. En los paneles inferiores se observan los residuos aminoacidicos mas préximos
al Andb.

Por otro lado, se obtuvo una segunda conformacion con una energia favorable de -86,5
Kcal/mol (Figura 13 B). En este caso, las interacciones que estabilizan al conférmero son puentes
de hidrégeno entre el O3 y N1 del grupo urea de Gli (Figura 42, seccién V-1, Apéndice) con el
residuo Lys190, como también interacciones hidrofébicas alrededor del anillo bencénico del Andb.

En la Figura 14 se muestran en colores por tipo de atomo y superpuestos los ligandos co-

cristalizados que se unen a este sitio, y en rojo, la conformacion de Gli seleccionada.
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Figura 14: Superposicién de ligandos co-cristalizados (Azapropazona e Indometacina) que se unen al sitio extra en
colores por tipo de atomo y en rojo Gli: A: en la conformacién de la Figura 13 A. B: en la conformacién alternativa de
la Figura 13 B.

Si bien ambas conformaciones presentan energias similares, la superposicion que tiene la
conformacion B (-86,5 Kcal/mol) con los ligandos Azapropazona e Indometacina cuya interaccién
ha sido determinada experimentalmente (ligandos co-cristalizados en estructuras cristalinas

2BXQ, 2BXM, 2BX8 y 2BXI) permite suponer que esta conformacion 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
proteina sin acotar el estudio a una zona particular. Cuando se realiza este analisis 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 ademas poseen también energias de unién
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.

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 atomo corresponden a ligandos co-cristalizados

(Azapropazona e Indometacina) en este sitio de HSA.
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lI-1.2.2.d. Resultados de acoplamiento molecular para Glip-HSA
Unién de Glip al sitio I:

La unién de Glip se estudio 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,
aungue presenta una energia de union 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 seran suficientes para mantener unido al

Andb en este sitio.

Figura 16: Acoplamiento molecular de Glip mapeando el sitio | de HSA.

Unién de Glip en el sitio Il

Los resultados de acoplamiento molecular mapeando el sitio Il indican que al igual que Gli,
Glip se localiza bien en la cavidad de este sitio, presentando una energia de union favorable (-
101,04 Kcal/mol). En este caso, se establecen interacciones hidrofobicas con el grupo

metilpirazida de Glip.

Figura 17: A: Acoplamiento molecular de Glip (representada en colores por tipo de atomo) en el sitio Il de HSA. B:

imagen del sitio Il con Glip en su interior y los residuos aminoacidicos mas proximos al Andb.
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Unién de Glip en el sitio extra:

Analizando este sitio, se puede observar que Glip logra tomar una buena localizacién en esta
cavidad, asumiendo dos conformaciones posibles. Tal como se observé con Gli, las energias de
unién fueron muy similares y favorables: -122,0 Kcal /mol y -120,4 kcal/mol, respectivamente
(Figura 18 Ay B). El primer conférmero se estabiliza por interacciones puente de hidrégeno entre
el O1y N2 del grupo urea, N5 del grupo metilpirazida de Glip (Figura 42, seccién V-1, Apéndice)
con los residuos Lys190, Arg145 y Tyr138. También se pudo detectar una interaccion tipo cation-
T a una distancia promedio de 3,7 A entre el anillo aromatico de Glip y el grupo amino del residuo
Lys190. En el caso del segundo conformero, se observan cuatro puentes de hidrégeno entre el O1
del grupo urea, O3 del grupo sulfonil, N3 y O4 del conector amido de Glip (Figura 42, seccion V-1,

Apéndice) con los residuos Tyr161, Arg117, Arg186 e His146, y una interaccion cation-Tr a una

distancia promedio de 4,1 A entre el anillo metilpirazida de Glip y el residuo Lys190.

Figura 18: Acoplamiento molecular de Glip en el sitio extra: la mejor conformacién se muestra en A y una
conformacién alternativa se muestra en B. Glip se representa coloreada por tipo de atomo y el sitio de binding esta
representado por superficies sélidas y transparentes. Los paneles inferiores muestran los residuos aminoacidicos mas

cercanos al Andb en cada conformacién.
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En la Figura 19 se observan en colores por tipo de atomo, superpuestos los ligandos co-
cristalizados (Indometacina y Azapropazona) que se unen a este sitio y en rojo, la conformacion

de Glip seleccionada.

Figura 19: Superposicion de ligandos co-cristalizados (Azapropazona e Indometacina) que se unen al sitio extra (en
colores por tipo de 4tomo) y Glip (en rojo); A: cuando Glip se encuentra en la conformacién de la Figura 18Ay B:

cuando Glip se encuentra en la conformacién alternativa de la Figura 18B.

Pruebas de acoplamiento molecular ciego para Glip:

Cuando se analiza la union de Glip a HSA realizando acoplamiento molecular ciego, se
observa que el Andb se une al sitio extra, asumiendo dos conformaciones posibles (Figura 20 Ay
B) con energias 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.

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 atomo corresponden a ligandos co-cristalizados

{(Azapropazona e Indometacina) en este sitio de HSA.
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En resumen, los resultados de acoplamiento molecular sugieren la asociaciéon de dos
moléculas de Gli o Glip a HSA, una en el sitio Il y otra en el sitio extra. Este dltimo comprende una
gran cavidad ubicada en el dominio | de HSA, entre los dominios | y Il (Figura 1, Introduccion,
seccion 1-3.6). Este sitio ha sido descripto por otros autores como un sitio preferencial para varios
farmacos, 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.33

Finalmente, es importante destacar que existen varios farmacos que, al igual que Gli o Glip,
pueden interaccionar con HSA uniéndose en dos sitios, como lo son Azapropazona o Indometacina

que se unen a los sitios | y extra de HSA, o ibuprofeno que se une a los sitios | y || de HSA.
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l1I-1.3. CONCLUSIONES

R/
L X4

Los experimentos de quenching de fluorescencia indican que ambos Andb son capaces de
desactivar la emision de fluorescencia de HSA, mediante la formacion de un complejo no
fluorescente en estado fundamental.

El andlisis clasico de Stern-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 emision de HSA y/o a la existencia de diferentes tipos de sitios
de interaccién en la proteina.

Las isotermas de binding pudieron ser ajustadas suponiendo dos sitios de interaccién en HSA,
y los valores de las constantes (Ko) obtenidos fueron del orden de 104-105 M-'. Estas
constantes no presentan una dependencia con las temperaturas ensayadas para el caso de
Gli, mientras que para Glip se observd una disminucion en K, con el aumento de la
temperatura.

Los parametros termodinamicos obtenidos para la interaccién Glip-HSA indican que el proceso
de asociacion es espontaneo, exotérmico y que va acompafiado de un aumento en la entropia
del sistema. A partir de los valores de AH® y AS® se puede inferir que la asociacion ocurre
principalmente mediante puentes de hidrogeno y/o interacciones hidrofdbicas.

Los estudios de la interaccidn Andb-HSA por acoplamiento molecular, indican que tanto Gli
como Glip se asocian a los sitios |l y extra de HSA. Estos estudios sugieren la formacién de
puentes de hidrogeno, interacciones de tipo cation-r e interacciones hidrofdbicas entre los

ligandos y los sitios de binding.
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ll-2: ESTUDIO DEL PROCESO DE FOTOOXIDACION
SENSIBILIZADA DE LOS SISTEMAS Andb, HSAY Andb-HSA
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I11-2.1. FOTOOXIDACION SENSIBILIZADA POR Rf

Dos aspectos relevantes indican la importancia del analisis de los procesos de
fotodegradacion 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 participacion de radicales libres, incluyendo algunas EROs como OH*, 0 H202 (mecanismo
Tipo 1), o la formacién de O('Ag) y Oz, (mecanismo Tipo I1). El otro aspecto consiste en el hecho
de que Rf como constituyente del grupo vitaminico B2, ha sido postulada como un sensibilizador
natural viable en los procesos de fotodegradacién in vivo de una gran variedad de sustratos
presentes en diferentes organismos, o consumidos externamente por éstos.2%

Para investigar los procesos de fotodegradacion de Gliy Glip en presencia de Rf, se realizaron
en primer lugar, experimentos de fotoirradiacién estacionaria de soluciones del sensibilizador y los

Andb, y se determinaron los espectros UV-Visible de dichos sistemas en funcion del tiempo de

irradiacion.
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Figura 21: Espectros de absorcion en funcion del tiempo de irradiacion aerdbica del sistema A: Gli 1x10 M. B: Glip
1x104 M. Los espectros de ambos Andb fueron determinados vs. el solvente: Rf (Asasnm~0,5)/solucion reguladora de
pH 7,4+CH30H (2%).

Como se observa en la Figura 21, la irradiacion estacionaria con luz visible del sistema Andb/
Rf (Asssnm~0,5)/solucion reguladora pH 7,4+ CH30H (2%) en condiciones aerdbicas produce
modificaciones en los espectros de absorcidn de la mezcla, tanto en la zona tipica de absorcion
de los Andb como de Rf. Estos resultados pueden ser interpretados en términos de posibles

transformaciones quimicas que afectan a ambas especies.
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También se realizaron experimentos de irradiacidn estacionaria anaerdbica (solucion saturada
con argon) de Rf en ausencia y en presencia de los Andb para evaluar las modificaciones en los

espectros absorcion del sensibilizador en funcién del tiempo de irradiacién.
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Figura 22: Espectros de absorcion del Rf (en solucion reguladora de pH 7,4+ CH3OH 10%) sin irradiar e irradiada 7
minutos, en ausencia y en presencia de Gli 5x104 M. Estas determinaciones se realizaron en solucion saturada con

argén.

En la Figura 22 se puede observar una clara disminucién en la banda de absorcion de Rf (a
445 nm) cuando la muestra es irradiada en condiciones anaerdbicas. Esta disminucion se atribuye
a la fotodegradacion del sensibilizador, que en ausencia de oxigeno se sabe?% que procede desde
el estado electronicamente excitado triplete de Rf (°Rf). Sin embargo, se puede notar que la
velocidad de fotodegradacion es menor en presencia de Gli que en ausencia de la misma. Un
comportamiento similar fue observado cuando se utiliza Glip.

Estos dltimos resultados y las modificaciones en los espectros de absorcion de los sistemas
RffAndb bajo irradiacion aerdbica, son fuertes evidencias de posibles interacciones de los estados
excitados del sensibilizador con los Andb. Ademas, las modificaciones observadas en los
espectros de absorcién en la zona tipica de los Andb (Figura 21) podrian indicar la participacion
de EROs producidas como consecuencia de la irradiacion aerdbica de Rf, en la fotodegradacion
de los Andb.

Para profundizar en estas hipétesis, se investigaron las posibles interacciones de los estados

singlete v triplete electrénicamente excitados de Rf con los Andb y se evalu6 la participacion de
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1

EROs en la fotodegradacion de los Andb. Los resultados de estos experimentos se muestran en

las siguientes secciones.

111-2.1.1. INTERACCION DE LOS Andb CON LOS ESTADOS ELECTRONICAMENTE EXCITADOS DE Rf

l1I-2.1.1.a. Interaccién de los Andb con el estado singlete electronicamente excitado de Rf
('RF)

La evaluacién de la interaccién del estado 'Rf* (proceso [3] del Esquema 14) con los Andb,
se realizd mediante experimentos de desactivacion de fluorescencia de Rf (fluorescencia
estacionaria) y por determinacién de tiempos de vida del estado 'Rf* (fluorescencia resuelta en el
tiempo). Cabe aclarar que en la preparacion de soluciones stock de Andb en estos casos, se utilizd

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: Gréafico de Stern-Volmer para la desactivacion de 'Rf* (fluorescencia estacionaria) por Gli
Inserto: Grafico de Stern-Volmer para la desactivacion de 'Rf* (fluorescencia estacionaria) por Glip. B: Grafico de
Stern-Volmer para la desactivacion del 'Rf* (fluorescencia resuelta en el tiempo) por Gli y Glip. Aexc= 445nm; Aem=
520nm. [Rf] = 0,02 mM en solucién reguladora de pH 7,4/CH30H (10%).
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Tabla 5: Constantes de velocidad de desactivacion de'Rf* {'kq) y 3Rf* (3kq) por Gli y Glip en solucién reguladora de
pH 7,4/CH30H (10%). To 'Rf* = 5 ns. NQ: no se observd quenching.

Compuesto TKq x10°8 (M-15-1) g x10-8 (M-1s*1)
Gli 20 99
Glip NQ 40

Los resultados indican una interaccion entre Gli y 'Rf*. Los valores de 'kq determinados para
la interaccion Gli-'Rf* mediante fluorescencia estacionaria y resuelta en el tiempo fueron similares,
dentro de un 10% de error. Sin embargo, podria afirmarse que dicha interaccién resulta
despreciable en las condiciones experimentales de trabajo ([Gli]~104M). 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
yB).

lI-2.1.1.b. Interaccion de los Andb con el estado triplete electrénicamente excitado de Rf
(°RF)

La interaccion de 3Rf* con Andb se evalué mediante la técnica LFF (Materiales y Métodos,
seccion 11-2.5). Los graficos de Stern-Volmer para la desactivacion del 3Rf* se muestran a

continuacion y los valores de 3kq se presentan en la Tabla 5.

0.09 — _
m Gli
e Gl
0.08 | P o
W
- 007
2 .
e . ®
. 0.06] =
-l
™
g )
0.05 + @
5°
g
0.04 S I
0.0 1.0x10°2.0x10°3.0x10 4.0x10"5.0x10" 6.0x10
[Andb]

Figura 24: Gréafico de Stern-Volmer para la desactivacidn de 3Rf* por Gli y Glip Aexc= 355nm [Rf] = 0,02 mM en
solucion reguladora de pH 7,4/CH30H (10%) saturada con argén.
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Con el objetivo de analizar |a naturaleza de la interaccidn 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 (5x104 M) en solucién reguladora a pH 7,4 /CH3OH (10%), saturada con argén.
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Figura 25: Espectro de especies transitorias de: A: Principal: Rf 0,02 mM (negro) tomados a 2 us después del pulso
laser y Rf 0,02 mM + Gli 5x10-M (azul), tomado a 20 us después del pulso laser en solucion reguladora de pH
7,4/CH30H (10%), saturada con argén. Inserto: Espectros de especies transitorias de Rf 0,02 mM (negro} y 0,02 mM
Rf+ Gli 5x10-4M (azul), tomados a 2 us y a 20 us después del pulso laser, respectivamente, normalizados a 670nm.
B: Principal: Espectro de especies transitorias de Rf 0,02 mM (negro) tomados a 2 us después de! pulso laser y Rf
0,02 mM + Glip 5x10-+ M (rojo}, tomado a 20us después del pulso laser, en solucién reguladora de pH 7,4/ CH3OH
(10%), saturada con argon. Inserto: Espectros de especies transitorias de Rf 0,02 mM (negro) y Rf 0,02 mM + Glip

5x10-4M (rojo), tomados a 2us y a 20us después del pulso laser, respectivamente, normalizados a 670nm.

Los espectros de especies transitorias de Rf tomados en ausencia de los Andb, 2uus después
del puso laser concuerdan bien con los espectros ya publicados33® para las especies 3Rf*.

En idénticas condiciones, y en presencia de Gli 5x10-4 M (25 A) el espectro de absorcion de
especies transitorias (tomado 20 ps después del puso laser) presenta una disminucion en la zona
comprendida entre 600 y 750 nm. Un comportamiento similar puede observarse en el espectro de
Rf en presencia de Glip 5x104 M tomado a 20 ps después del puso laser. (Figura 25 B). Cuando
se comparan los espectros de especies transitorias de Rf en ausencia (fomado a 2 us después
del puso laser) y en presencia de A: Gli y B: Glip (tomados 20 us después del pulso laser y
normalizados a 670 nm, en los insertos de la Figura 25 A y B), se puede observar la aparicion de

una banda en la zona entre 500 y 600 nm, que puede ser asignada a la absorcién del radical neutro
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de Rf (Rf), tal como ha sido reportado por otros investigadores.33 A pH 7,4 y en presencia de
oxigeno, 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).

I11-2.1.2. FOTOOXIDACION ESTACIONARIA: EVALUACION DE LA PARTICIPACION DE EROS

Para evaluar la participacion de EROs en la fotooxidacién de Gli y Glip sensibilizada por Rf,
se realizaron experimentos de consumo de oxigeno en ausencia y en presencia de inhibidores
especificos para EROs (Materiales y Métodos, seccion [1-3.6.3): SOD para Oz, CAT para H20; y

NaNs para Ox('Ag) (Figura 26). Los resultados fueron analizados a partir del conjunto de reacciones
que se muestra en el siguiente esquema:

20, +2H* +SOD —> 0, (*5,) + H,0, [1]
H,0, + CAT —> 0, (33,) + 2H,0 [2]

NaN;
0,('8) —> 0, (%) (3]

Esquema 20: Reacciones de ERO con inhibidores especificos.
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Figura 26: Consumo de oxigeno por: A: Gli (5x10-4M) y B: Glip (2x10- M) bajo irradiacion sensibilizada por Rf en
presencia de inhibidores especificos de EROs: NaNs (5x10-3 M), SOD y CAT (1mg/100mil). Las soluciones fueron
preparadas en solucién reguladora de pH 7,4/CH30H (10%), en presencia de Rf (Asssom = 0,5).

La interpretacién de estos resultados se pudo realizar a partir de la determinacién de las

velocidades relativas de consumo de oxigeno en cada caso (Tabla 6). Las mismas fueron
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calculadas como el cociente entre la velocidad inicial de consumo de oxigeno en presencia del
inhibidor especifico y la velocidad inicial de consumo de oxigeno en ausencia del inhibidor, las

cuales fueron obtenidas a partir de las pendientes iniciales de los graficos de la Figura 26 (A y B).

Tabla 6: Velocidades relativas de consumo de oxigeno (vr) del sistema Andb/Rf/solucion reguladora de pH 7,4/ CH3OH
(10%) en ausencia y presencia de inhibidores especificos: NaNs (5x103 M), SOD y CAT (1mg/100mL).

Compuesto Ve Compuesto Vr
Gli 1,0£0,1 Glip 1,040,1
Gli + SOD 1,640,1 Giip + SOD 1,040,1
Gl + CAT 1,1£0,1 Glip + CAT 0,94+0,09
Gli + NaNs 0,10+0,01 Glip + NaNs 0,49+0,05

Como puede observarse en la Tabla 6, la velocidad relativa de consumo de oxigeno de ambos
Andb disminuye claramente en presencia de NaNs, indicando de esta manera la participacion de
02('Ag) en la fotooxidacion sensibilizada por Rf de estos compuestos. Por otro lado, la velocidad
de consumo de oxigeno de Gli aumenta en presencia de SOD. Este aumento podria explicarse

considerando las siguientes reacciones:

Rf- + 02(3Zg) — 02~ +Rf (proceso [20] del Esquema 14)
2 02~ +2 H* + SOD — 02(3Z¢) + H202 (proceso [1] del Esquema 20)

En la reaccion catalizada por SOD se necesitan dos moléculas de Oz-, las que se habran
formado a partir de dos moléculas de O2(3Zy). Sin embargo, esta reacciéon con SOD produce una
sola molécula de O2(3Ly). El balance neto de oxigeno puesto en juego permite inferir que ésta
podria ser la razén del aumento de velocidad relativa de consumo de oxigeno en presencia de
SOD.

En presencia de CAT, practicamente no se observa un efecto en la velocidad de consumo de
oxigeno por Gli, lo cual indica que la especie H202 no es reactiva frente a este Andb.

En el caso de Glip, no se observé efecto en la velocidad de consumo de oxigeno en presencia
de SOD y CAT (dentro del 10% de error), indicando que Oz y H20z, respectivamente, no

participan de manera reactiva en el proceso de fotooxidacién de Glip.
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Los resultados sugieren que la degradacion de Andb sensibilizada por Rf puede ocurrir a
través de la combinacion de mecanismos Tipo 1y Tipo Il. El predominio de uno u otro dependera
de la competencia entre oxigeno (proceso [7], Esquema 14) y Andb (proceso [8], Esquema 14) por
el estado 3Rf*. En este sentido, se puede realizar el siguiente analisis 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~'s~ y la 3kq del proceso [8] (Esquema 14) de interaccion de los Andb con 3Rf*
fue de 7x108 M~"s~' (en promedio para Gli y Glip).33% Considerando por un lado estos valores
de constantes de velocidad y por otro, las condiciones experimentales de trabajo3% ([Oz(32¢7)] =
2x104 My [Andb]= 5x104 M), podria decirse que la velocidad de generacion de Oz*- (proceso [8],
Esquema 14) es solo 2,5 veces mayor que la velocidad de formacion de Oz('Aq) (proceso [7],
Esquema 14). En consecuencia, ambos procesos podrian ser competitivos. Es decir, la
fotoirradiacion de Rf con luz visible, es capaz de generar ademas de O2('Ag), en presencia de los
Andb estudiados, diversas EROs. A su vez, los resultados muestran que dichas EROs son
reactivas frente a estos Andb, lo cual podria comprometer la eficacia clinica de estos farmacos en

un escenario tipico de estrés oxidativo asociado a la diabetes.

|Ii-2.2. FOTOOXIDACION SENSIBILIZADA POR PN

La participacion de la especie O2('Ag) en la fotodegradacién sensibilizada por Rf de Gli y Glip
pudo evidenciarse en los resultados que fueron presentados anteriormente (Resultados, seccion
11-2.1.2). Por este motivo, se decidié profundizar en los procesos de fotooxidacion de los sistemas
Andb, HSA y Andb-HSA mediados por Ox('Ag). Para ello, se realizaron experimentos de
fotooxidacion en presencia de un sensibilizador generador exclusivo de dicha especie.

Los resultados que se presentan en esta seccion, serdn evaluados en términos de los
procesos que se muestran en el Esquema 14.

Tal como se describié anteriormente, los sistemas a estudiar estan formados por Gli, Glip,
HSA y Andb-HSA. En este ultimo caso, como ya se comentd, la seleccion de un sensibilizador
debe tener ciertas consideraciones respecto de la posible interaccion proteina-sensibilizador y las
posibles modificaciones en sus propiedades fisico y fotoquimicas producidas por la interaccion. 30!

Un posible generador tipico de O2('Ag) es el sensibilizador Perinaftenona (PN). PN se
solubiliza en una gran variedad de solventes, y su rendimiento cuantico de generacion de O»(*Ay)

es cercano a la unidad en la mayoria de ellos.3% Teniendo en cuenta lo expuesto anteriormente,
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se evalué la posible interaccion de PN con HSA como paso preliminar a ser utilizado en los

estudios de fotooxidacion mediada por O2('Ag).

11-2.2.1. ESTUDIO DE LA INTERACCION DE LOS ESTADOS ELECTRONICAMENTE EXCITADOS DE PN CON HSA

La excitacion del sensibilizador PN comienza con la formaciéon del estado singlete
electronicamente excitado ('PN*), seguido de la formacién del estado triplete electrénicamente
excitado de PN (3PN*) (proceso [1] del Esquema 14), con un rendimiento cuantico de
entrecruzamiento de sistemas cercano a la unidad (en una gran variedad de solventes) y una
constante de velocidad33® del orden de 108 s'. De esta manera, la posibilidad de interaccion de
HSA con 'PN* podria considerarse irrelevante, bajo las condiciones experimentales utilizadas en
este trabajo de tesis ((HSA] ~ 105 M).

Los estudios de interaccion de 3PN* con HSA fueron realizados mediante la técnica de LFF
(Materiales y Métodos, seccion 11-2.5). La constante de desactivacion de 3PN* por HSA (3kq) fue

determinada mediante un tratamiento de Stern-Volmer. Los resultados se muestran a

continuacién:
010 — — —— .
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Figura 27: Grafico de Stern-Volmer para la desactivacion del estado triplete electronicamente excitado de PN por

HSA en solucién reguladora de pH 7,4.

La 3k, obtenida es 5,4x108 M-" s, Teniendo en cuenta los procesos expuestos en el Esquema
14, se realizé un analisis 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
energia (ket) de 7x107 M-'s"* en medios acuoso (proceso [7]), el valor determinado anteriormente

para 3kq de 5x108 M-'s' (proceso [8]), una concentracién de oxigeno disuelto de 1x104 My una
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concentracién de HSA de 1x10-° M. En estas condiciones experimentales, el anélisis cinético indica
que el proceso de generacion de Oz('Ag) es casi tres veces mas efectivo que el proceso de
desactivacion del 3PN* por HSA. Por esta razon, en todos los experimentos se utilizd una
concentracion de HSA del orden de 1x10-° M, de manera que se favorezca la interaccion 3PN*-
02(3Zy) (processo [7]) frente a 3PN*-HSA (proceso [8]).

Por otra parte, se pudo comprobar que la amplitud de la sefial de O2('Ag) no presenta una
modificacién considerable (< 5%) en presencia de HSA 1x10-5M. De esta manera, se puede inferir
que el rendimiento cuantico de generacion de Oz('Ag) no se modifica en presencia de dicha

concentracion de HSA.

[11-2.2.2. DETERMINACION DE LAS VELOCIDADES RELATIVAS DE CONSUMO DE OXIGENO DE LOS SISTEMAS
Andb Y Andb-HSA

La irradiacién estacionaria a A> 320 nm de los sistemas Gli (5x10-4 M), Glip (2x104 M), HSA
(1x10-5M), Gli-HSA (5x10-4 M: 1x10-5M) y Glip-HSA (2x10-4 M: 4x10-¢ M) en solucién reguladora
de pH 7,4 (CH30H10%), PN (Asss nm ~0,5) produjo consumo de oxigeno, el cual fue detectado a
través del electrodo especifico de oxigeno (Materiales y Métodos, seccién 11-2.4). Los resultados

se muestran en la Figura 28.
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Figura 28: Consumo de oxigeno por los sistemas: A: Gli (5x10-4 M), HSA (1x10-5M) y Gli-HSA (5x10-4 M-1x10-5M) y
B: Glip (2x10-4 M), HSA (1x10: M) y Glip-HSA (2x10* M-4x10-6 M) en solucion reguladora de pH 7,4/CH30H (10%),

PN (Ass5nm~0,5) bajo irradiacion estacionaria.
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Las velocidades relativas de consumo de oxigeno (v) fueron determinadas a partir de las
pendientes iniciales de los graficos de AO; vs. tiempo de irradiacion (Figura 28 Ay B), y fueron
calculadas como el cociente entre |a 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 oxigeno (v:) y constante de velocidad de desactivacion total (ki) de
02('Ag) por los sistemas  Gli (5x104 M), HSA (1x105 M), Gli-HSA (5x10-4 M-1x10-5 M), Glip (2x104 M) y Glip-HSA
(2x10-4 M-4x10-€ M) en solucidn reguladora de pH 7,4/CHsOH (10%), PN (Asss nm ~0,5). Los valores de k: fueron
obtenidos en solucién reguladora de pD 7,4/CD30D (10%), PN (Ass5m ~0,3).

Sistema vr ke x107(M-s-1)
Gli 1.9 2.2
Gli-HSA 2.6 45
Glip 0.2 12
Glip-HSA 0.7 47
HSA 1.0 80

A partir de los valores de v de la Tabla 7, se puede observar que tanto Gli como el sistema
Gli-HSA presentan mayor reactividad que la proteina libre. En el caso del sistema Gli-HSA, este
incremento puede ser interpretado como la contribucién practicamente 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 podria entenderse como un efecto de autoproteccién del sistema como un todo frente a
la fotodegradacion, respecto de la proteina. A su vez, se puede observar que, relativo al consumo

de HSA, Gli presenta una mayor reactividad frente a Oo('Ag) que Glip.

[11-2.2.3. DETERMINACION DE LAS CONSTANTES DE VELOCIDAD DE DESACTIVACION TOTAL DE O2('Ag) (kt)

La constante de velocidad de desactivacién total de O2('Ag), k: (kg+ kr, procesos [10] y {11] del
esquema 14, respectivamente) fue determinada mediante la técnica TRPD (Materiales y Métodos,
seccion 11-2.6) para los sistemas Gli, Gli-HSA, Glip y Glip-HSA. Los graficos del analisis casico de
Stern-Volmer se presentan en la Figura 29. Los valores de ki, obtenidos a partir de las pendientes
de dichos graficos, se muestran en la Tabla 7. Como puede observarse, el valor de k de HSA

indica que la proteina es un desactivador de Oa("Ag) mas efectivo que los Andb estudiados. Esto
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probablemente se deba a |a gran cantidad de amino&cidos fotooxidables (18 Tyr, 1 Trp, 16 His, 6
Met y 35 Cys)340 que conforman la estructura primaria de HSA. Es sabido que la fotooxidacién de

proteinas es producto de la contribucion de los diferentes aminoacidos que constituyen “blancos”

de ataque frente a O('4g).""3
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Figura 29: Graficos de Stern-Volmer para la desactivacion total de Oz('Aq) por: A: HSA, B: Gli, C: Glip, D: Gli-HSA y

E: Glip-HSA en solucion reguladora de pD 7,4/CD30D (10%). En los sistemas que contienen la proteina, la

4

concentracion de la misma fue constante e igual a 1x10-5 M.
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Comparando los valores de k:de HSA y de GIli-HSA podria decirse que la union de Gli a la
proteina 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 oxigeno (v;) que se encuentran expuestos en la Tabla 7. Suponiendo que la componente
reactiva fuera la unica contribuyente a la desactivacion total (k- >> k) para el sistema Gli-HSA,
serfa esperable que el valor de ki 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 v.. Sin
embargo, el valor de k: para el sistema Gli-HSA es menor a la suma de dichas contribuciones. De
esta manera, esta disminucién podria atribuirse a un efecto adicional proveniente de la unién del
Andb a HSA. En este sentido, como fue comentado en la introduccion, la fotooxidacion de
proteinas involucra la participacion de los aminoacidos Cys, Met, His, Trp y Tyr.""" Mas
especificamente, se conoce que los residuos de tirosina son desactivadores fisicos muy efectivos
de Ox('Ag) 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 I} 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 [I de HSA. De igual manera, cuando Gli se une al sitio extra se
puede observar la participacion de Tyr 452, en una conformacion (Figura 13 A),y Tyr138 enla otra
(Figura 13 B). Por su parte, cuando Glip se une al sitio extra, se puede observar que los residuos
Tyr161 (primera conformacién propuesta, Figura 18 A) y Tyr138 (segunda conformacion
propuesta, Figura 18 B) se encuentran ubicados en el sitio de unién. De esta manera, la
disminucion resultante en los valores de &: para los sistemas Andb-HSA, comparado a los valores
de HSA libre, podria ser atribuida a una reduccién en la disponibilidad de estos residuos de tirosina

que podrian desactivar fisicamente a O('Ag).

111-2.2.4. ESTUDIO DE LOS PRODUCTOS DE FOTOOXIDACION DE Andb MEDIADA POR O2(1Ag)

Como fue demostrado en los resultados anteriormente presentados, la participaciéon de
02('Ag) en la fotooxidacion de Gli y Glip pudo evidenciarse tanto en los procesos sensibilizados
por Rf, como en los procesos sensibilizados por PN. En este Ultimo caso, fue posible cuantificar la
constante de velocidad de desactivacion total de dicha especie (ki) y determinar las velocidades

relativas de consumo de oxigeno por los Andb, HSA y los sistemas Andb-HSA.

108



Fotodegradacion de compuestos antidiabéticos y su interaccidn con albumina de suero
humano

Para completar estos estudios, se decidié analizar los productos de fotooxidacion de Gli
mediada por Oy('4g), tomando a Gli como compuesto representante de |a familia de Andb orales
de segunda generacién. Estos analisis fueron realizados mediante la técnica HPLC-Masa. A través
de dicha técnica es posible proponer las estructuras de los productos de fotooxidacion de Gli
mediada por O('Ag). Estos estudios fueron realizados en colaboracién con el grupo de
investigacion de la Dra. Patricia Allegretti, docente e investigadora del Departamento de Quimica
de la Universidad Nacional de la Plata.

Las muestras analizadas corresponden a soluciones de Gli (5x104 M), PN (Asgs nm ~0,5)/
solucién reguladora de pH 7,4/ CH3OH (10%) tomadas sin irradiacién, a 60 minutos y a 90 minutos

de irradiacién. Los resultados se muestran a continuacion:

1I-2.2.4.a. Andlisis de la muestra sin irradiar

El objetivo de analizar la muestra sin irradiar, consiste en la identificacion de los picos
cromatograficos caracteristicos de los compuestos presentes en la solucién antes de que ocurra
la fotodegradacion. Los resultados indican la aparicion de un pico caracteristico a un tiempo de
retencion de 11,9 minutos. Mediante el analisis del espectro de masa de este pico, se obtienen los
siguientes resultados:

(M+H)* = 324 uma. 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:

Figura 30: Estructura quimica de Gli. PM: 323,4. Compuesto detectado en la muestra sin irradiar.

(M+K)* = 362 uma. Este pico corresponde a Gli unida al cation K* proveniente de la fase mévil.

También se detectd un dimero de Gli unido por puente de Hidrégeno intermolecular.

lI-2.2.4.b. Andlisis de la muestra irradiada durante 60 minutos
En este caso, se detecta un pico cromatografico a un tiempo de retencion de 3,9 minutos. El

analisis espectroscopico de masa de este pico indica:
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(M+H)*= 196,3 uma. El compuesto correspondiente a este pico se ha identificado con la

siguiente estructura:

HN—N

HzN—C

\\O

Figura 31: Posible estructura quimica de fotopraducto 1. M: 195 uma. Compuesto detectado en la muestra irradiada

durante 60 minutos, a un tz = 3,9minutos.

Este compuesto podria identificarse como el primer fotoproducto (fotoproducto 1), teniendo en
cuenta la ausencia de este pico a tr=3,9 min en la muestra sin irradiar que fue evaluada
previamente.

La fragmentacion del fotoproducto | genera dos picos de masas 124 uma y 71 uma. A partir
de las estructuras correspondientes a estos fragmentos es que se deduce la posible estructura del

compuesto que los origin6 (Esquema 21).

o
0
o)
HN—N — H T —N
H2N—C/ / y * HN——IIL
N\
0 o)
o
A B

Esquema 21: Fragmentos del compuesto encontrado a tr=3,9 min. Fragmento A (M = 124 uma) y fragmento B

(M =71 uma). Las lineas rojas indican el lugar de fragmentacion.

Ademas, 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 analisis de los espectros de masa de este componente indican los
picos (M+H)* = 324 uma; (M+K)* = 362 uma y el dimero formado por puente de hidrégeno

intermolecular de Gli.
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Finalmente, se observa un pico a un tr = 13,2 minutos. El analisis por espectrometria de masa

indica la aparicién de los siguientes picos de relacion m/z:
(M+H)* = 388 uma. Este pico se asignd a la siguiente estructura, que corresponderia al

fotoproducto II:
HO HO OH
o, 0
\Y4
HsC S HN—N
EN——C/
N\
6] HO

Figura 32: Posible estructura quimica de fotoproducto 1l. M: 387 uma. Compuesto detectado en la muestra irradiada

durante 60 minutos a tr = 13,2minutos.

La deduccidn de esta estructura fue realizada en funcién de un fragmento (M=271 uma). El
mismo resulta de la ruptura de los enlaces N3-C15 y C9-C10 del heterociclo del fotoproducto I

(Figura 42, seccion V-1, Apéndice), y posterior union del C9 al N2 del grupo sulfonilurea, tal como

se demuestra en el siguiente esquema:

HO
HO HO OH o
o, 0
HaC §=—0
H4C \s// HN—N —_—
i
o]
\\o HO
HN—NH

Esquema 22: Fragmentos del compuesto encontrado a tr =13,2 min. Fragmento (M = 271 uma). Las lineas rojas

indican el lugar de fragmentacion.

I11-2.2.4.c. Analisis de la muestra irradiada durante 90 minutos
El analisis cromatografico de esta muestra contiene los picos encontrados en el andlisis de la

muestra irradiada durante 60 minutos. Es decir:

tr = 3,9 min; Fotoproducto | (Figura 31);
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tr = 11,9 min: Gli protonada (M+H)* = 324 uma, Gli unida al cation K* proveniente de la fase
maévil (M+K)*= 362 uma y dimero de Gli formado por puente de hidrégeno intermolecular;

tr = 13,2 min: Fotoproducto Il (Figura 32).

Ademas, se observa un pico a un tr = 13,9 min. El analisis espectroscopico de masa indica

un pico (M+H)* = 706,3 uma. En este caso, se propone la siguiente estructura:
)Q N——NH

NH, O 0 HzN

Figura 33: Estructura quimica propuesta del compuesto detectado a tr = 13,9 min. (M+H)* = 706,3 uma. Compuesto

detectado en la muestra irradiada durante 90 minutos.

Este compuesto, podria resultar de la apertura del grupo amido del fotoproducto | (Figura 31),
y posterior condensacién consigo mismo. La formacién involucraria cuatro moléculas de

fotoproducto I. (Esquema 23).

o 3R

N—NH

HN——N
H. N_C/
’ \\ NH2 o Hz
o] o

Esquema 23: Diagrama que indica la ruptura del grupo amido del fotoproducto I, seguido de autocondensacién

de 4 unidades para formar el compuesto encontrado en la muestra irradiada durante 90 minutos a tr= 13,2 min.

En funcidén de los anteriores resultados, es posible afirmar que como productos de la
fotooxidacion sensibilizada por PN de Gli, se obtienen dos compuestos. Uno de ellos pierde el

grupo aromaético unido a azufre, e incorpora dos atomos de oxigeno al heterociclo de nitrégeno
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(fotoproducto 1). Este compuesto se identificd a tr = 3,9 minutos. Por otro lado, se obtiene otro
compuesto que mantiene la estructura basica de Gli, incorporando cuatro grupos oxidrilo: uno en
el anillo aromatico unido al grupo sulfonico, y tres en el heterociclo de nitrégeno. Este es el
fotoproducto Il, identificado a tr = 13,2 minutos. Es importante destacar que ambos fotoproductos
se encuentran en las muestras irradiadas durante 60 y 90 minutos. En conclusion, Gli reacciona
con tres moléculas de oxigeno en la reaccién fotosensibilizada por PN, como se muestra en el

siguiente esquema:

o, 0
hv

HN—0C
\
0
/\ Gli
o)
HO HO OH
0] O
HN—"0N HyC \\s// HN—N
HN—C HN—C
N\ \
) O ¢} HO
Fotoproducto | Fotoproducto Il

Esquema 24: Fotooxidacion sensibilizada por PN de Gli para formar los fotoproductos 1y |1,

113



Fotodegradacién de compuestos antidiabéticos y su interaccion con albimina de suero
humano

II-3. CONCLUSIONES

o
o0

X/
L X4

Los estudios de fotooxidacién sensibilizada por Rf de los Andb, indican la existencia de
interacciones con los estados electronicamente excitados del sensibilizador. Bajo las
condiciones experimentales ensayadas, la interaccion con el estado singlete
electronicamente excitado de Rf es despreciable. No obstante, las interacciones entre el
estado triplete electrénicamente excitado del sensibilizador (3Rf*) y los Andb se pudo
evidenciar en una disminucion en la zona tipica de absorcidn del 3Rf* y la formacion del
radical neutro de Rf (Rf-*) en los espectros de especies transitorias del sensibilizador. Los
valores de 3k, indican una mayor interaccién de Gli que de Glip con 3Rf*. Por otro lado, la
evaluacion de las velocidades relativas de consumo de oxigeno en presencia de inhibidores
especificos para EROs, demostr6 la participacion de O('Ag) para ambos Andb y O,*- para
el caso de Gli en el mecanismo de fotodegradacion de Andb sensibilizada por Rf.

La cuantificacion de la participacién de Oz('Ag) en el proceso degradativo de los sistemas en
estudio, se realizé mediante estudios de fotodegradacion sensibilizados por PN. Este analisis
se llevo a cabo en ausencia y en presencia de HSA para evaluar la influencia de la proteina
en el proceso. Los resultados indican que la presencia de HSA podria generar un efecto
protector para el sistema Glip-HSA frente a Oz('Ag), respecto a la proteina libre. También, se
observé que Gli es mas reactiva frente a Ox('Ag) que Glip. A partir de los valores de la
constante de velocidad de desactivacion global de O('Ag) (k:), se pudo inferir que HSA es
un desactivador de O('Ag) mas efectivo que los Andb. Por otra parte, se observé que el
proceso de binding causa una disminucion en los valores de k: de los sistemas Gli-HSA y
Glip-HSA. Considerando la informacién proporcionada por los experimentos de
acoplamiento molecular, es posible interpretar este resultado en términos de una reduccion
en la disponibilidad de los residuos Tyr de HSA que pueden desactivar fisicamente a Oy('A,)
y que estan involucrados en la interaccion con los Andb en ambos sitios de binding.

El analisis por HPLC-Masa de los productos de fotooxidacién de Gli, sensibilizada por PN,
indica que Gli reacciona con tres moléculas de oxigeno, formando los productos | y Il (Figuras
31y 32). El primero incorpora dos atomos de oxigeno al heterociclo con enlaces carbonilo y

el segundo incorpora cuatro oxidrilos distribuidos entre el anillo aromatico y el heterociclo.
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I1I-3: ESTUDIO DE LA TOXICIDAD /N VITRO DE LOS
PRODUCTOS DE FOTOOXIDACION DE Gli MEDIADA POR
Oz('Ag)
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En el capitulo anterior, se pudo comprobar la participacion de O2('Aq) en la fotodegradacion
de los Andb en estudio. Ademas, se pudieron caracterizar estructuralmente los productos
derivados de la reaccion 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 O2('Ag) en un entorno
celular comuln, es que resulta interesante evaluar la potencial toxicidad que estos productos
podrian tener en los sistemas bioldgicos.

Por este motivo, en este capitulo se presentan los resultados de la evaluacién de toxicidad
celular de los productos de fotodegradacion de Gli mediada por O2('Ag). Dichos estudios fueron
realizados en colaboracion con el grupo de investigacién de la Dra. Liliana Sabini, perteneciente
al Departamento de Microbiologia de la Facultad de Ciencias Exactas Fisico-Quimicas y Naturales
de la Universidad Nacional de Rio Cuarto.

Teniendo en cuenta la descripcion metodolégica empleada para el estudio de toxicidad de los
fotoproductos de Gli (Materiales y Métodos, seccion 11-3.7.3), se presentan a continuacion los

resultados de la evaluacion de los parametros MCNC y CCso.

11I-3.1. DETERMINACION DE LA MAXIMA CONCENTRACION NO CITOTOXICA (MCNC)

11-3.1.1. SOLUCIONES DE PN EN AUSENCIA DE Gli

Con el fin de evaluar si el sensibilizador PN produce algun tipo de dafio celular, se determiné
la MCNC para una solucion de PN en ausencia de Gli.

Las observaciones en el microscopio 6ptico a las 24 y a las 48 hs. confirmaron que los
sistemas celulares no tratados con las muestras (controles) exhibieron una morfologia 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 condensacién. Los sistemas celulares tratados con diferentes concentraciones de PN
mostraron dafio celular leve a partir de una cierta concentracion. Dicho dafio consistio en
alteraciones de las células en su morfologia y disposicion, mostrandose 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 irradiacion. A partir de estas
observaciones se determin6 que la MCNC para la solucion de PN es 0,5 ng/mL, tanto para las
muestras sin irradiar, como para las irradiadas durante 60 y 90 minutos. Dado que esta solucién

solo contiene el sensibilizador y una solucién reguladora de pH 7,4 (la cual es sabido que no causa
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ningun efecto toxico sobre los cultivos celulares), seria probable que el propio sensibilizador sea

el causante de la citotoxicidad observada.

Figura 34: Aspectos morfolégicos de células Vero en monocapas. A: cultivo sin tratar (control). B: cultivo tratado con

una concentracion citotdxica de solucion de PN (4,9 pg/mL) irradiada durante 60 minutos.

11l-3.1.2. SoLucloNES DE PN EN PRESENCIA DE Gli

Se evaluo la capacidad citotoxica del sistema GIi/PN (Materiales y Métodos, seccion 11-3.7.3),
sin irradiar e irradiado durante 60 y 90 minutos. Las observaciones al microscopio 6ptico indicaron
que el aspecto y morfologia de las células Vero cultivadas con el sistema Gli/PN mejoraron en
presencia de Gli, respecto de aquellas en las que solo se ensay? el efecto del sensibilizador. Esto
indicaria que la toxicidad de PN podria verse disminuida en presencia de Gli. Ademas, pudo
observarse que este efecto “protector” de Gli disminuye en funcion del tiempo de irradiacion. En
este contexto, resulta interesante tener en consideracion que estudios recientes han demostrado
que Gli posee un efecto antiapoptdtico en células de origen humano, que podria atribuirse a una
potencial actividad antioxidante, que causa una considerable disminucion en las EROs que
inducen la muerte celular.34"

Las maximas concentraciones para el sistema Gli/PN que no manifestaron alteraciones
citotoxicas fueron 8,1 ug/mL y 0,5 ug/mL, respectivamente. No obstante, para el caso de Gli no
es posible asignar estrictamente un valor de MCNC, debido a que el efecto citotdxico que presenta

el sensibilizador podria enmascarar los efectos que el antidiabético podria tener sobre las células.
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Para lograr una independencia del efecto que genera el sensibilizador y poder evaluar
exclusivamente el efecto citotdxico de Gli y/o sus productos de oxidacion, fue necesario utilizar
una concentracion de PN constante y no citotéxica (0,5 pg/mL) y en consecuencia concentrar la
solucion stock de Gli (1617 ug/mL). Las muestras evaluadas fueron soluciones no irradiadas e
irradiadas durante 45 y 75 minutos. Las observaciones al microscopio 6ptico a las 24 y 48 horas
de incubacién indican que las células cultivadas con las diferentes muestras de Gli,
independientemente de los tiempos de irradiacion, muestran una morfologia y apariencia que se
asemejan bastante a las células control. A partir de estos resultados se determin6 que la MCNC
de Gli experimentada en nuestros ensayos seria mayor a 121 pg/mL, para todas las muestras y
bajo las condiciones experimentales empleadas. Estos resultados indicarian una ausencia de

efectos citotoxicos debidos a Gli y/o a sus productos de oxidacion.

I11-3.1.2. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION CITOTOXICA 50% (CCso) POR ENSAYO
DE CAPTACION DE ROJO NEUTRO (RN)

Si bien la determinacion 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 captacién de RN. A partir de los graficos de fraccidn de supervivencia en funcién
del volumen de muestra (curvas dosis-respuesta) es posible determinar, por interpolacion, el
parametro CCsp. Dicho parametro indica la concentracién 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 GIi/PN a una concentracion no citotoxica de sensibilizador (0,5 pg/ml). En las
Tablas 8 y 9 se muestran los valores de fraccion de supervivencia (FS) promedio en funcion del

volumen de muestra, obtenidas para los sistemas PN y Gli/PN, respectivamente.
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Tabla 8: Fraccion de supervivencia (FS) promedio para cultivos de células Vero tratadas con soluciones de PN
(PNstock= 9,9 pg/mL}) a diferentes tiempos de irradiacion: 0, 60 y 90 minutos. Los porcentajes fueron promediados

sobre tres determinaciones independientes

Soluciones de PN en ausencia de Gli

ViuL)de FS promedio FS promedio FS promedio
{so|£:‘::tdr: PN) PN(ug/mL) t imag= 0 min timad = 60 min tirrae = 90 min

0 0 100 100 100

5 0,25 83,3 99,6 98,4

10 0,50 83,9 978 93,1

30 1,50 35,0 285 226

50 2,50 242 246 231

100 4,95 21,2 258 22,9

Tabla 9: Fraccién de supervivencia (FS) promedio para cultivos de células Vero tratadas con soluciones Gli/PN,
(Glistock=161,7 ng/mL; PNswck=9,9 ng/mL) a diferentes tiempos de irradiacién: 0, 60 y 90 minutos. Los porcentajes

fueron promediados sobre tres determinaciones independientes.

Soluciones de PN en presencia de Gli

V(ulL) de
muestra (solucion Gl (ng/mL) PN (ug/ml) ’:m :iﬂ";";ﬂ?‘ tF::r.o:&:'I;
de GiilPN)

0 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

30 244 1,50 77 781 41,5

50 404 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 graficos que se muestran en la siguiente

figura:
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Figura 35: Curvas de supervivencia de células Vero en fase estacionaria, determinadas por captacion de RN, luego

del tratamiento con solucion de PN (PNswo= 9,9 pg/ml) y solucion GIi/PN (Glistoa=161,7 ug/ml; PNstoc=9,9 pg/ml); A:

sin irradiar, B: irradiadas durante 60 minutos y C: irradiadas durante 90 minutos.

Los valores de CCso (obtenidos a partir de estos graficos) para PN y GIi/PN se presentan en

la Tabla 10. Es importante aclarar que para el sistema Gli/PN solo se informan las CCso

correspondientes a PN. Esto es debido a que, como ya se discutié en el punto anterior, la presencia

del sensibilizador podria enmascarar el efecto citotoxico de Gli, motivo por el cual no fue posible

asignar un valor exclusivo de CCsp para el Andb.

Tabta 10: CCso (ug/mL) de PN para soluciones de PN y soluciones Gli/PN, a diferentes tiempos de irradiacion: 0, 60

y 90 minutos.

(o

0 min
60 min
90 min

CCso de PN (pig/mL) CCsode PN (pg/mL)
Solucién PN Solucién Gli/lPN
1,1 2,0
1.1 1,7
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 CCso no presentan una variacion con el tiempo de irradiacion. Para el caso de
las soluciones Gli/PN, se observa que la CCso de PN aumenta en presencia de Gli comparada con
el valor correspondiente a la CCsp en ausencia del Andb. Esto indicaria que las células son mas
resistentes al efecto citotoxico de PN en presencia de Gli. Ademas, se puede observar una clara
disminucion en el valor de CCso de PN con el tiempo de irradiacion. Este efecto podria deberse a
la degradacién fotosensibilizada del antidiabético que reduciria su proteccion sobre los cultivos
celulares. Este resultado confirma las hipotesis que se realizaron a partir de las observaciones al
microscopio 6ptico.

Por otro lado, para evaluar exclusivamente los potenciales efectos citotdxicos de los productos
de Gli, se realizaron los ensayos correspondientes de citotoxicidad para muestras de Gli/PN a
diferentes tiempos de irradiacién, a una concentracién no toxica de PN (0,5 pug/mL). Los valores
de fraccién de supervivencia para este sistema Gli/PN se muestran en la Tabla 11. A partir de

estos datos se construyeron los graficos de la Figura 36.

Tabla 11: Fraccién de supervivencia promedio para cultivos de células Vero tratadas con soluciones de GIi/PN
(Glistock=1617 ug/mL; PN=0,5 ug/mL} a diferentes tiempos de irradiacién: 0, 45 y 75 minutos. Los porcentajes fueron

promediados sobre cuatro determinaciones independientes

Soluciones de PN en presencia de Gli a una concentracién no citotoxica de PN (0,5 ug/mL)

Gli (ug/mL) FS promedio FS promedio FS promedio

t imad= 0 min timad = 45 min t irrad = 75 min
0 100 100 100
4,00 89,8 93,0 959
8,10 94,6 87,0 89,6
24,4 76,0 98,2 89,0
40,4 787 100 98,4
80,8 81,1 100 91,4
121 838 4 88,8
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Figura 36: Curvas de supervivencia de células Vero en fase estacionaria, determinadas por captacién de RN, luego
del tratamiento con soluciones de Gli/PN (Glistck=1617 pg/mL; PN= 0,5 pg/ml); A: sin irradiar, B: irradiadas por 45

minutos y C: irradiadas por 75 minutos.

Los resultados muestran que la fraccién de supervivencia en los tres casos se encuentra entre
75 y 100%. Estos elevados valores de porcentaje indicarian que a la maxima concentracién
utilizada de Gli (121 pg/mL) no se observa efecto citotéxico sobre los cultivos celulares.
Probablemente la CCso del antidiabético se encuentra por encima de 121 ug/mL. Estos resultados
confirman las observaciones realizadas luego de la inspeccién de los cultivos celulares al

microscopio optico.
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l1i-3. CONCLUSIONES

/7
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A partir de los ensayos de citotoxicidad in vitro sobre la linea celular Vero, se pudo verificar
que el sensibilizador PN resulta toxico en concentraciones mayores a 5 pg/mlL,
independientemente del tiempo de irradiacion. Esta citotoxicidad resulta disminuida en
presencia de Gli, la cual podria tener un efecto protector antioxidante en los cultivos celulares.
A su vez, este efecto protector disminuye con el tiempo de irradiacién, posiblemente debido a
la fotodegradacion de Gli.

Se pudo comprobar que Gliy sus productos de oxidacidn, generados por reaccion con Oz('Ag),

no resultan citotoxicos bajo las condiciones experimentales ensayadas.
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lll-4: ESTUDIOS DE LA INFLUENCIA DE GLUCOSA SOBRE
LA INTERACCION Andb-HSA Y LOS PROCESOS DE
FOTODEGRADACION MEDIADOS POR 0;('Ag)
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Il-4.1. ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE GLUCOSA EN LA INTERACCION Andb-HSA

Para determinar el efecto de glucosa sobre los procesos de interaccidn entre HSA'y [os 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 emision

de fluorescencia de la proteina. Luego, se realizaron los experimentos de quenching de

fluorescencia de HSA por Gli y Glip en presencia de una concentracién de glucosa 1,2x102 M

=216mg/dL (Situacion de hiperglucemia). Los resultados se muestran a continuacién.

ll-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 emisién de HSA (Aexc= 295 nm) en

presencia de diferentes concentraciones de glucosa (0 - 1,3x102 M). Los resultados se muestran

a continuacion.
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Figura 37: A: Espectros de emision de HSA 1x10-5M (A exc= 295nm) en solucién reguladora de pH 7,4 en presencia

de diferentes concentraciones de glucosa (0 -1,3x10-2M). B: Espectros de emision de L-triptéfano 1x105M (X exc=

295nm) en solucion reguladora de pH 7,4 en presencia de agregados de glucosa en concentraciones (0- 1,3x102M).

Como se observa en la Figura 37 A, existe una disminucién en el maximo de emision de HSA

en presencia de concentraciones crecientes de glucosa. A partir del analisis de Stern-Volmer (lof!

vs. [Glucosa]), se obtiene una relacion lineal de la que se obtiene un valor de Ksv de 6,9 M-,

Considerando la maxima concentracion de glucosa empleada en estos experimentos (1,3x10-2 M)

y el valor de Ksy, se puede decir que glucosa desactiva aproximadamente el 10% de la emision

de HSA.
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Por otro lado, con el fin de obtener informacion que permita interpretar estos resultados, se
realizd un experimento de quenching de fluorescencia de una muestra de triptéfano libre en
solucién, en presencia de glucosa (Figura 37 B). Al comparar los resultados de ambos
experimentos, se puede observar que la emision del aminoacido libre en solucion no es
desactivada significativamente por glucosa, mientras que si existe una disminucion cuando el
aminoécido forma parte de la proteina. Este resultado indicaria que el entorno que posee Trp214
en HSA (influencia de otros residuos aminoacidicos en la polaridad o distribucion de carga), no
solo afecta el comportamiento del aminoacido en la proteina, sino que ademas se estad modificando
en presencia de glucosa de manera que la desactivacion sea mayor, respecto del comportamiento

de dicho aminoéacido en solucion.

lI1-4.1.2. ESTUDIO DE LA INTERACCION 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 concentracion de glucosa de 1,2 x10-2 M=216mg/dL (situacion
de hiperglucemia). En este punto cabe aclarar que la contribucién a la desactivacion de HSA por
el carbohidrato puede considerarse despreciable, ya que en estas condiciones glucosa desactiva
menos del 10% de la emisién de la proteina; es decir que el quenching de HSA sigue siendo

debido, principalmente, al Andb. Los resultados se muestran en las siguientes figuras.

2x10’ 2x10°

IF(u.a.)

B '} " L 0 i
350 400 450 500 400
A (nm) A (nm)

Figura 38: Espectros de emision de HSA 1x10-5M / glucosa 1,2x102M (X exc= 295nm) en solucién reguladora de pH
7,4 en presencia de agregados (0-1x104M) de A: Gli y B: Glip.
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Como se observa en la Figura 38 (A y B), la emision de fluorescencia de HSA resulté ser
disminuida por los Andb, en presencia del carbohidrato. A partir de los resultados anteriores, se

realizo un analisis clasico de Stern-Volmer (Figuras 39 Ay B).
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Figura 39: Graficos del andlisis clasico de Stern-Volmer. A: sistema Gli-HSA y B: sistema Glip-HSA. Estudios en

presencia de glucosa 1,2x102M.

En este caso, al igual que en los resultados obtenidos para la desactivacion de fluorescencia
de HSA por los Andb en ausencia de glucosa, se observa una curvatura hacia el eje de las abscisas
en los gréaficos de Stern-Volmer (lo/l vs. [Andb]). De igual manera, podria atribuirse dicha curvatura
a que los Andb no desactivan completamente de fluorescencia de HSA y/o a la union de los Andb

en diferentes tipos de sitios en la proteina.

111-4.1.3. DETERMINACION DE LOS PARAMETROS 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 1,2x10-2M, se determinaron los valores correspondientes de constantes de binding y
numero de sitios involucrados, siguiendo la metodologia ya sefialada (Materiales y Métodos,

seccion 11-3.1).
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Figura 40: (sotermas de binding para la interaccion A: Gli-HSA y B: Glip-HSA en presencia de glucosa 1,2x102M.

Los datos experimentales obtenidos para las isotermas de binding (Figura 40), pudieron ser
ajustados adecuadamente suponiendo dos sitios de interaccion en la proteina tanto para Gli como
para Glip (n=2 en la Ecuacion 18, Materiales y Métodos, seccidn 1I-3.1). Los correspondientes
valores de constantes de asociaciéon se muestran en la Tabla 12, se incluyen también los valores

obtenidos en ausencia de glucosa (Resultados, seccién 111-1.2.1), a fines comparativos.

Tabla 12: Parametros de binding para las interacciones Gli-HSA y Glip-HSA en ausencia y en presencia de glucosa
1,2x102M.

Sistema Gli-HSA Sistema Glip-HSA
[Glucosa] K x104(M) K., X104 (M) K x104(M-) K, X104(M)
0 4,4+0,2 1,320,1 3112 2,540,1
1,2 x102 6,5£0,8 1,4£0,1 69+4 2,940,1

Como se observa en la Tabla 12, los valores de constantes de asociacién para uno de los
sitios de interaccidn (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.3#2 En nuestro caso, se podria proponer que el aumento en la
afinidad de HSA por los Andb en presencia de glucosa, ocurriria a través de una asociacién entre
el carbohidrato y los Andb, tal que genere un aumento en la capacidad de formacion de puentes

de hidrégeno (como consecuencia de un aumento en la cantidad de grupos OH).342En 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 Il1-1.2.2.c y IlI-1.2.2.d).

Otra hipotesis que podria explicar este comportamiento esta relacionada a los resultados
obtenidos en los experimentos de quenching de fluorescencia de HSA por glucosa, en
comparacién con los resultados obtenidos para triptéfano libre en solucién. A partir de estas
observaciones, seria viable a posibilidad de que glucosa genere cambios en la proteina 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 asociacién para el sitio de interaccién
identificado como sitio ii, podrian considerarse similares a los valores obtenidos en ausencia de
glucosa, dentro del error experimental. Este Gltimo 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.

lI-4.2. ESTUDIOS DE LA INFLUENCIA DE GLUCOSA SOBRE LOS PROCESOS DE
FOTODEGRADACION MEDIADOS POR O ('Ag)

El efecto de glucosa sobre los procesos de fotodegradacion mediados por O2('4g) de los
sistemas Gli, Glip, HSA, GIi-HSA y Glip-HSA, fue estudiado a través de experimentos de
fotooxidacion sensibilizada por PN, por irradiacion estacionaria (determinacion de velocidades de
consumo de oxigeno) y por medidas resueltas en el tiempo (determinacion de las constantes de

velocidad de desactivacion total de Ox('4y), k:.

111-4.2.1. DETERMINACION DE LAS VELOCIDADES RELATIVAS DE CONSUMO DE OXIGENO DE LOS SISTEMAS
Andb Y Andb-HSA

Se determinaron las velocidades de consumo de oxigeno, con PN como sensibilizador, para
Gli 5x104 M, Glip 2x104 M, HSA 1x10-°M y las mezclas Gli-HSA (5x104 M: 1x10-5 M) y Glip-HSA
(2x104 M: 4x106 M) en ausencia y en presencia de glucosa a cuatro concentraciones: 1x10-3 M,
5x10-3M, 1,2x10-2 My 1,7x102 M. Los resultados se muestran en las siguientes tablas expresados
como velocidades de consumo de oxigeno relativas a la velocidad de consumo de oxigeno de

cada sistema en ausencia de glucosa.

129




Fotodegradacion de compuestos antidiabéticos y su interaccion con albumina de suero
humano

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.

Ve
Glucosa
Sistema oM 1x103M 5x10°M 1,2 x102 M 1,7x102 M
Gli 1.0 1.1 1.0 1.2 1.0
HSA 1.0 sid s/d 1.0 0.9
Gli-HSA 1.0 0.9 0.8 0.9 1.4

Tabla 14: Velocidades relativas de consumo de oxigeno, con PN como sensibilizador, para Glip, HSA y Glip-HSA en

ausencia y en presencia de glucosa a diferentes concentraciones. s/d: sin datos.

Ve
Glucosa
Sistema om 1x103M 5x10°M 1,2x102 M 1,7x102 M
Glip 1.0 2.0 3.6 46 43
HSA 1.0 sid s/d 1.0 0.9
Glip-HSA 1.0 0.8 1.0 0.9 1.1

Los resultados que se muestran en la Tabla 13, indican que las velocidades relativas de
consumo de oxigeno 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 v; de Glip con el incremento de
la concentracion de glucosa. Este comportamiento podria 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 reaccién por formacion de un complejo de encuentro entre el sustrato fotooxidable
y O2('Ag), han reportado un notable incremento en las velocidades de reaccion con la viscosidad,
bajo condiciones de pre-equilibrio (Introduccién, seccion 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 desactivacion reactiva de Ox('Ag) (k) del orden de 106 M-'s-" o valores
menores.343 En estos casos, una vez que las especies se retinen en el complejo, un aumento de
viscosidad podria generar una disminucién en los coeficientes de difusion de las especies y una
consecuente disminucion en la constante de velocidad de ruptura del complejo de encuentro (k.

af). Esto aumenta las probabilidades de colisién entre el sustrato y O2('Aq), de manera que la
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reactividad aumenta. Este podria ser el caso del comportamiento de Glip como sustrato
fotooxidable.

Como puede observarse, el comportamiento reactivo de Glip frente a Ox('Aq) en presencia de
glucosa de Glip es diferente al de Gli. Una hipdtesis que podria explicar estas discrepancias se
encuentra en los fundamentos del modelo de reaccidn por formacion de un complejo de encuentro
al que se hizo referencia en el parrafo anterior. Como se menciono, 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 O2('Ag). En este punto es interesante tener
en cuenta los resultados de fotooxidacion sensibilizada por PN en ausencia de glucosa
(Resultados, seccion 111-2.2.2), en los que se observd que Gli es mas reactiva que Glip. Ademas,
en experimentos preliminares se estimaron los valores de k: (mediante un método comparativo,
empleando Furfuril Alcohol como compuesto de referencia)344 para ambos Andb. Los resultados
obtenidos indicaron valores de k: del orden de 107 M-'s-' para Gli, y del orden de 108 M-'s-' para
Glip. Por lo tanto, la diferencia en el comportamiento de ambos Andb en presencia de glucosa
puede deberse a que Unicamente Glip pueda encontrarse en condiciones de pre-equilibrio y
experimentar un aumento en su reactividad frente a O2('Ag) 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 concentracion de glucosa. El sistema Glip-HSA sigue la tendencia de
comportamiento fotorreactivo de la proteina. Por lo tanto se puede inferir que en estas condiciones
HSA estaria ejerciendo un efecto protector sobre la fotodegradacién de Glip frente a un incremento

en las concentraciones de glucosa.

111-4.2.2. DETERMINACION DE LAS CONSTANTES DE VELOCIDAD DE DESACTIVACION TOTAL DE O2('Ag) (ki)

El efecto de glucosa sobre la constante de velocidad de desactivacion total de O2('Ag) (ki) fue
evaluado para los sistemas Gli, Glip, HSA, Gli-HSA y Glip-HSA en presencia de dos
concentraciones de glucosa (5x10- My 1,7x10-2 M). La cuantificacion de k: fue realizada mediante
la técnica TRPD (Materiales y Métodos, seccién 11.2.6). A continuacidn se muestran algunos de los
graficos obtenidos del analisis clasico de Stern-Volmer (Figura 41) y los valores de k: obtenidos

se presentan en la Tabla 15.
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Figura 41: Graficos de Stern-Volmer para la desactivacidn total de O('Ag) por: A: Gli, B: Gli-HSA, C: Glip, D: Glip-
HSA en solucién reguladora de pD 7,4/CD30D (10%)/glucosa 1,7x10-2 M. En los sistemas que contienen la proteina,

la concentracién de la misma fue constante e igual a 1x10-5M.

Tabla 15: Constantes de velocidad de desactivacion total de O2('Ag} por Gli, Glip, HSA, Gli-HSA y Glip-HSA en

ausencia y en presencia de glucosa. s/d: sin datos.

kx40 (M s)
Glucosa
3 2
Sistema oM S5x103Mm 1,7x102 M
Gli 2,0£0,2 1,240,1 1,240,1
Gli-HSA 4,5+0,4 42404 2,0£0,2
Glip 1,240,1 0,8240,08 0,68+0,08
Glip-HSA 4,7+0,5 6,010,7 1,210,1
HSA 8048 s/d s/d
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Como se observa en la Tabla 15, los valores de k: tienden a disminuir levemente en presencia
de glucosa para Gli y Glip. En el caso especifico de Gli, teniendo en cuenta que glucosa no causa
un efecto apreciable sobre las velocidades relativas de consumo de oxigeno, puede decirse que
la disminucién en los valores de ktpodrian estar indicando que en presencia del carbohidrato, solo
estaria desfavorecida la via de desactivacion fisica de Ox('Ag) por Gli (proceso [10] del Esquema
14, Introduccion, seccion 1-3.5.5).

En el caso de Glip, se observé un aumento en las velocidades relativas de consumo de
oxigeno con la concentracion de glucosa. Sin embargo, en las mismas condiciones existe una
disminucién en los valores de ki. Este resultado solo podria explicarse si la componente de
desactivacién fisica (kq) predomina sobre la componente reactiva en el proceso de desactivacion
total de Oo('Ag). De esta manera, en presencia de glucosa, la componente fisica se veria
desfavorecida, causando asi una disminucion en los valores de constante de velocidad de
desactivacion total (k).

Por su parte, es interesante destacar que para los sistemas Gli-HSA y Glip-HSA, existe una
disminucién mucho mas prominente en los valores de k: con el incremento en la concentracién de
glucosa. Esto podria indicar que frente a situaciones de hiperglucemia, la interaccion de los
sistemas Andb-HSA con O2('Ag) €s mucho menor, respecto de la interaccion de los sistemas

Andb-HSA en ausencia de glucosa.
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Se pudo comprobar que en presencia de glucosa, el entorno que HSA proporciona a Trp214
se modifica y favorece la desactivacion de fluorescencia por el carbohidrato, respecto del
comportamiento de dicho aminoacido en solucién.

Los graficos del andlisis clasico de Stern-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,
gue puede deberse a la desactivacion incompleta de la emisién de HSA por los Andb y/o a la
existencia de diferentes tipos de sitios de interaccion en la proteina.

Las constantes de binding Andb-HSA aumentan en presencia de glucosa, debido
probablemente a una asociacion entre los Andb con el carbohidrato que causa un aumento en
la capacidad de formar puentes de hidrégeno con los sitios interaccion en la proteina 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 oxigeno no se ve modificada por glucosa en el caso de
Gli, mientras que experimenta un aumento en el caso de Glip. EI mismo podria estar
relacionado con un incremento en la reactividad de Glip, proveniente de un aumento en la
viscosidad con la concentracion de glucosa. Este aumento se ve disminuido en presencia de
HSA, de manera que es posible que la proteina esté ejerciendo un efecto protector del sistema
como un todo en presencia de glucosa.

La contribucion fisica al proceso de desactivacion global de O2('Ag) parece ser la componente
dominante del proceso en el caso de Glip y se ve desfavorecida en presencia de glucosa para
ambos Andb. Por su parte, la disminucién observada en los valores de k: de los sistemas Andb-
HSA con la concentracion de glucosa indica que dichos sistemas interaccionan en menor

medida con Oz('Ag) en presencia del carbohidrato que en ausencia del mismo.
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La interaccién 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
asociacién Andb-HSA mediante la existencia de quenching estatico y la curvatura hacia el eje de
las abscisas del analisis clasico de Stern-Volmer. Ademas, se pudieron emplear estos datos para
la construccion de isotermas de binding que permitieron deducir dos sitios diferentes de interaccién
para ambos Andb en HSA y la cuantificacion de las constantes de binding (Ko). A partir de la
variacion de Ky en funcién de la temperatura, se pudio realizar un analisis termodinamico de la
interaccién Glip-HSA. Los resultados indicaron que dicho proceso es espontaneo y entalpicamente
controlado. Estos estudios también sugirieron que las interacciones predominantes son las
puentes de hidrogeno y las interacciones hidrofébicas. Todos estos resultados fueron
complementados por los experimentos de acoplamiento molecular, que confirmaron la asociacién
de ambos Andb en dos sitios, identificados como sitio |l y sitio extra de HSA. Ademas se pudo
especificar y corroborar que las interacciones son del tipo puente de hidrégeno e interacciones
hidrofobicas, a través de un estudio mas detallado de las caracteristicas de los aminoacidos que
rodean los sitios involucrados. De esta manera, los resultados experimentales y los obtenidos por
acoplamiento molecular son coincidentes y complementarios.

Los procesos de fotodegradacién de los Andb sensibilizados por Rf permitieron observar
principalmente la interaccién de Gli y Glip con el estado electronicamente excitado triplete de Rf
(3Rf*). La misma se pudo evidenciar en una disminucién en la zona tipica de absorcion del 3Rf* y
la formacién del radical neutro de Rf (Rf*) en los espectros de especies transitorias del
sensibilizador en presencia de los Andb. Los valores de 3kqindicaron una mayor interaccion de
Gli que de Glip con 3Rf*. Por otro lado, Ia evaluacién de las velocidades relativas de consumo de
oxigeno en presencia de inhibidores especificos para EROs, demostré la participacion de Oy('Aq)
para ambos Andb y Oz¢- para el caso de Gli en el mecanismo de fotodegradacién de Andb
sensibilizada por Rf.

La cuantificacién de a participacion de O('Ag) en el proceso degradativo de los sistemas en
estudio, se realizé mediante estudios de fotodegradacion sensibilizados por PN. Estos resultados
indicaron que la presencia de HSA podria generar un efecto protector para el sistema Glip-HSA
frente a Oy('4g), respecto a la proteina libre. También, se observo que Gli es mas reactiva frente
a O2('Ag) que Glip. Por otro lado, a partir de los valores de las constantes de velocidad de
desactivacion total de Ox('Aq) (ki), se pudo observar que HSA es un desactivador de O2('Ag) mas

efectivo que los Andb y ademas, que el proceso de binding causa una disminucién en los valores
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de k de los sistemas Gli-HSA y Glip-HSA, efecto que se atribuye a una reduccion en la
disponibilidad de los residuos Tyr de HSA que pueden desactivar fisicamente a O('Aq) y que estan
involucrados en la interaccion con los Andb en ambos sitios de binding.

Por otra parte, el analisis de los productos de reaccion de Gli con O2('Ag) demostré que Gli
reacciona con tres moléculas de oxigeno, formando dos fotoproductos principales. El primero
incorpora dos atomos de oxigeno al heterociclo con enlaces carbonilo y el segundo incorpora
cuatro oxidrilos distribuidos entre el anillo aromatico y el heterociclo. En este sentido, se demostré
que tanto Gli como sus productos de fotooxidacion no resultan toxicos sobre la linea celular Vero,
bajos las condiciones experimentales ensayadas. Sin embargo, PN resulta téxico en
concentraciones mayores a 5 pg/mL. Es interesante notar que esta citotoxicidad resulta disminuida
en presencia de Gli, el cual podria 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 interaccion y con una
mayor afinidad que en ausencia del carbohidrato, comportamiento que podria ser atribuido a
asociaciones entre el carbohidrato y los Andb que aumentaria sus capacidades de formar puentes
de hidrogeno y/o a cambios estructurales en presencia de glucosa que afectarian la afinidad de la
proteina por los Andb. Los procesos de fotodegradacion mediada por O2('Aq) 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
contribucidn fisica al proceso de desactivacion total de Ox('Aq) 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 O2('Ag) en
condiciones de hiperglucemia. Este hecho se manifestd principalmente en una reduccién en los
valores de ki de los sistemas Andb-HSA, relativo al comportamiento de los mismos en ausencia

del carbohidrato.
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V-1. ESTRUCTURAS QUIMICAS DE LOS COMPUESTOS ANTIDIABETICOS

H3cﬁ(_ e cz 9 /o°’

Glip HN N

Figura 42: Estructuras quimicas de Gliclazida (Gli) y Glipizida (Glip)

V-2. ESTRUCTURAS QUIMICAS DE AMINOACIDOS FOTOOXIDABLES
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Figura 43: Estructuras quimicas de aminoacidos fotooxidables.
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V-3. ESTRUCTURAS QUIMICAS DE SENSIBILIZADORES EMPLEADOS

Figura 44: A: Estructura quimica de Rf. 7,8-dimetil-10 (1'-D-ribitilo) isoaloxazina. B: Estructura quimica de

Perinaftenona (PN)
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