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RESUMEN

Los N-6xidos heterociclicos (NO) son compuestos aromaticos cuyo heteroatomo es el nitrogeno al que
esta unido un oxigeno a través de un enlace sencillo. Los NOs han demostrado una amplia versatilidad
como agentes bioactivos. Algunos N-oxidos tienen potencial negativo por su impacto nocivo en el
medio ambiente y porque pueden presentar efectos toxicoldgicos y/o cancerigenos. Sin embargo, otros
tienen connotaciones positivas, ya que se ha detectado su presencia en los tejidos de plantas y
animales. Estos N-6xidos de origen natural han servido, incluso, de inspiracion en la industria
farmacéutica para el disefio de nuevos farmacos. En la actualidad, los NOs despiertan un gran interés
no solo por sus funciones bioquimicas, sino también por los procesos fotoquimicos y fotofisicos que
experimentan en su interaccion con el ADN y las proteinas, por ejemplo, con la correspondiente
posible aplicacion en la industria quimica y farmacéutica. Entre los NOs se encuentra el N-6xido de 4-
nitroquinolina (NQNO) reconocido como agente mutagénico y carcinogénico. Con el fin de
profundizar en su caracterizacion fotoquimica e interaccion con las biomoléculas, en este trabajo se
pretende completar el estudio de las interacciones existentes entre los estados excitados de NQNO y
diversos aminoacidos, tanto en sus estructuras monoméricas como formando parte de las
macroestructuras de las proteinas. Para ello, se hara uso de técnicas experimentales espectroscopicas
como la espectroscopia de absorcion UV-visible y de emision, tanto en estado estacionario como con
resolucion temporal para la deteccion de especies en estado excitado. Ademads, se emplearan diversos
reactores fotoquimicos para la irradiacion de las muestras, asi como técnicas de separacion de
fotoproductos como la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) y de caracterizacion de los
productos obtenidos como la espectroscopia de resonancia magnética nuclear de proton y carbono-13.
Para completar el estudio también se utilizaran técnicas de manipulacion de materiales proteicos,
como el desarrollo de columnas de Sephadex®, determinacion de los posibles sitios de union, etc.

Palabras Clave: Fotoquimica; N-6xidos heterociclicos; Proteinas; Fotofisica; Fluorescencia;
Interaccion farmaco-biomolécula
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RESUM

Els N-oxids heterociclics (NO) son compostos aromatics [’heteroatom dels quals és el nitrogen al qual
esta unit un oxigen a través d'un enllag senzill. Els NOs han demostrat una amplia versatilitat com a
agents bioactius. Alguns N-0xids tenen potencial negatiu pel seu impacte nociu en el medi ambient i
perque poden presentar efectes toxicologics i/o cancerigens. No obstant aixd, altres tenen connotacions
positives, ja que s'ha detectat la seua preséncia en els teixits de plantes i animals. Aquests N-oxids
d'origen natural han servit, fins i tot, d'inspiracid en la industria farmaceutica per al disseny de nous
farmacs. En l'actualitat, els NOs desperten un gran interés no solament per les seues funcions
bioquimiques, sin6 també pels processos fotoquimics i fotofisics que experimenten en la seua
interaccid6 amb 1'ADN 1 les proteines, per exemple, amb la corresponent possible aplicaciéo en la
industria quimica i farmacéutica. Entre els NOs es troba el N-0xid de 4-nitroquinolina (NQNO)
reconegut com a agent mutagénic i carcinogénic. Amb la finalitat d'aprofundir en la seua
caracteritzacié fotoquimica i interaccidé amb les biomolécules, en aquest treball es pretén completar
l'estudi de les interaccions existents entre els estats excitats de NQNO i diversos aminodacids, tant en
les seues estructures monomeériques com formant part de les macroestructures de les proteines. Per a
aixo, es fara Us de técniques experimentals espectroscopiques com I’espectroscopia d'absorcio UV-
visible i d'emissio, tant en estat estacionari com amb resolucid temporal per a la deteccié d'espécies en
estat excitat. A més, s'empraran diversos reactors fotoquimics per a la irradiacié de les mostres, aixi
com técniques de separacid de fotoproductes com la cromatografia liquida amb alta resolucié (HPLC)
i de caracteritzacio6 dels productes obtinguts com 1’espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de
protd i carboni-13. Per a completar 1'estudi també s'utilitzaran técniques de manipulacié de materials
proteics, com el desenvolupament de columnes de Sephadex®, determinacié dels possibles llocs
d'unio, etc.

Paraules clau: Fotoquimica; N-0xids heterociclics; Proteines; Fotofisica; Fluoresceéncia; Interaccio
farmac-biomolécula
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ABSTRACT

The heterocyclic N-oxides (NO) are aromatic compounds whose heteroatom is the nitrogen to which
an oxygen is bound by a single bond. The NOs have shown a wide versatility as bioactive agents.
Some N-oxides have a negative potential because of their harmful impact on the environment and
because they may have toxicological and/or carcinogenic effects. However, others have positive
connotations, since their presence in the tissues of plants and animals has been detected. These N-
oxides of natural origin have even served as inspiration in the pharmaceutical industry for the design
of new drugs. Nowadays, the NOs have a great interest not only for their biochemical functions, but
also for the photochemical and photophysical processes they experience in their interaction with DNA
and proteins, for example, with the corresponding possible application in the chemical and
pharmaceutical industry. Among the NOs there is the 4-nitroquinoline N-oxide (NQNO) recognized as
a mutagenic and carcinogenic agent. In order to deepen in its photochemical characterization and
interaction with biomolecules, in this project we intend to complete the study of the interactions
between the excited states of NQNO and various amino acids, both in their monomeric structures and
as part of the macrostructures of the proteins For this purpose, experimental spectroscopic techniques
such as UV-visible and emission absorption spectroscopy, both in steady state and with temporal
resolution, will be used to detect species in the excited state. In addition, various photochemical
reactors will be used for the irradiation of the samples, as well as techniques for separating
photoproducts such as liquid chromatography with high resolution (HPLC) and for characterizing the
products obtained as proton and carbon-13 nuclear magnetic resonance spectroscopy. To complete the
study will also be used techniques for handling protein materials, such as the development of
Sephadex” columns, determination of possible binding sites, etc.

Keywords: Photochemistry; Heterocyclic N-oxides; Proteins; Photophysics; Fluorescence; Drug-
biomolecule interaction
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PBS Phosphate Buffered Saline Solution/Disolucion salina tamponada de fosfato
RMN Resonancia Magnética Nuclear
S Singlete en estado fundamental
S Singlete en estado excitado

T Tiempo de vida

T Triplete en estado fundamental
T, Triplete en estado excitado

TE Transferencia de energia

Tel Transferencia electronica

Trp L-Triptéfano

uv Radiacion ultravioleta

UVB Radiacion ultravioleta tipo B

UV-Vis Radiacion ultravioleta y visible
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1. INTRODUCCION

1.1. FOTOFIiSICA Y FOTOQUIMICA

Heinrich Hertz descubrié en 1888 que al chocar la luz con la superficie de algunos metales, se
emitian electrones, lo que se denomind efecto fotoeléctrico. Esto s6lo ocurria cuando la
frecuencia de la luz que incidia excedia un umbral determinado. Fue en 1905 cuando Einstein
propuso que la radiacion electromagnética tiene propiedades corpusculares y que los fotones
tienen una energia caracteristica que viene definida por la ecuacién de Planck':

E=h-v Ecuacion 1

La ecuacién de Planck relaciona la frecuencia (v, en s) de dicha radiacion con la energia (E, en
Julios) por medio de una constante (constante de Planck, h) cuyo valor es de 6,63-10>* J's.

Estos fueron los primeros descubrimientos que dieron lugar a la fotoquimica como ciencia.

La fotoquimica es la rama de la quimica que estudia las interacciones entre atomos o moléculas
con la luz. Comprende dos aspectos diferentes dependiendo del resultado obtenido por las
moléculas o atomos al absorber luz. Uno de ellos es la fotofisica, cuando la interaccion entre
atomos y/o moléculas da lugar a un cambio fisico. El otro es la fotoquimica, cuando la
interaccion trae consigo un cambio quimico.

En la fotoquimica, la energia de activacion necesaria para que se produzca una reaccion viene
dada por la absorcion de luz, a diferencia de lo que ocurre en la quimica tradicional, en la que se
utiliza el calor como fuente de energia. Los grupos de atomos capaces de absorber luz, se
denominan cromoéforos. Segun la longitud de onda de la luz absorbida, nos encontraremos en
una zona u otra del espectro de luz (Figura 1).

«—Frecuencia creciente (v)

193‘ I(I)" |(I)’° 0% g0 0™ 10 10" 10% 106 10* 10° 10° v (Hz)
Rayos ¥ Rayos X | UV Infrarrojo | Microondas |FM AM Ondas de radio largas
Ondas de rad
! [ = | ! gl [ o ! I ) [ I |
{UES S [ S [ (A [V (' S (S 10 10¢ 10° 10°  h(m)

smene® =---...____ Longitud de onda creciente (A)—

o Espectro visible %

Longitud de onda creciente (A) en nm—

Figura 1. Tipos de radiaciéon segin su frecuencia/longitud de onda y espectro visible >
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La fotoquimica se rige por unas leyes fundamentales’:

Ley de Grotthus-Draper: para que se dé una reaccion fotoquimica la luz debe ser absorbida
por una sustancia.

Ley de Stark-Einstein: cada foton que se absorbe en un sistema quimico, s6lo activa a una
molécula para dar lugar a una reaccion fotoquimica. Esta ley es la que permite el calculo del
rendimiento cuantico de una reaccion, a partir de la siguiente expresion, para el compuesto i:

n? moléculas que reaccionan

b; = Ecuacion 2

n? fotones absorbidos

En el caso de las reacciones fotoquimicas, todo comienza cuando se absorbe luz, generdndose
unos estados excitados debido al movimiento de electrones (Figura 2). Lo que ocurre es que un
electron pasa del nivel ocupado mas alto, el HOMO (higher occupied molecular orbital) al
orbital desocupado mas bajo, el LUMO (lower unnocupied molecular orbital). Para que se
produzca la reaccion fotoquimica es necesario que una molécula en estado fundamental se
irradie con luz de una frecuencia correspondiente a la diferencia de energia entre dicho estado y
su estado excitado, produciéndose entonces la transicion de electrones.”

—— ) EEE—— — 4
Orbitales
moleculares | - -
desocupados LUMO

HOMO [ 5 i:;;::a Energia
e & Excitacion r

Orbitales _ & por luz -
moliecuiares |- B €3
ocupados i~ " e

o : 4

Estado fundamental Estado excitado

Figura 2. Transicion de electrones del nivel HOMO al LUMO

Los procesos fotofisicos que ocurren a partir de la absorcion de luz por una molécula se pueden
detallar graficamente mediante el diagrama de Jablonski (Figura 3). Este diagrama muestra la
transicion del estado fundamental (Sy) a los distintos estados excitados (S,, n > 1) representados
mediante lineas horizontales (en negrita) que indican los distintos niveles electronicos. Dentro
de cada nivel electronico existen varios estados de energia vibracionales, subdividiéndose estos
ademas en niveles de energia rotacional. Conforme los niveles de energia electronica se acercan,
la superposicion de los niveles de energia vibracional aumenta.’
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Figura 3. Diagrama de Jablonski con el detalle de los procesos fotofisicos que se pueden producir a partir
de la absorcién de luz por una molécula’

Estos estados electronicos excitados se pueden dividir en dos tipos, principalmente: singlete (S)
o triplete (T) (Figura 4). La diferencia entre ambos es que el estado singlete presenta spines
antiparalelos, mientras que el estado triplete, paralelos, siendo la consecuencia de ello una
energia menor para el triplete que la de su correspondiente singlete.

Estado fundamental Estado excitado Estado excitado
singlete singlete triplete

Figura 4. Representacion electronica del singlete en el estado fundamental, singlete en el estado excitado
y triplete en el estado excitado

Cuando una molécula absorbe un foton se produce el paso de su estado fundamental a un nivel
energético electronico, vibracional o rotacional de un estado excitado S,, desde el cual tienen
lugar diferentes procesos fotofisicos como la relajacion vibracional, conversion interna y/o
cruce entre sistemas para llegar a los estados excitados mas bajos (S; y T;), desde los cuales se
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puede producir desactivacion radiativa o no radiativa al estado fundamental. A partir de todos
estos procesos fotofisicos puede observarse o no, una transformacién quimica de la molécula.

Entre los tipos de procesos fotofisicos se encuentran los procesos radiativos y los no radiativos.
La diferencia entre ambos es que los procesos radiativos van acompafados de una emision de
radiacion electromagnética cuando las moléculas vuelven a su estado electronico fundamental,
mientras que los no radiativos no se acompaian de ninguna emision.

En el diagrama de Jablonski (Figura 3), las lineas rectas muestran la conversion entre un foton
de Iuz y la energia de un electron (proceso radiativo). Las lineas curvas, en cambio, muestran
transiciones de electrones sin ninguna interaccion con la luz (proceso no radiativo).

Dentro de los procesos no radiativos, se encuentran (Figura 5):

- Relajacion vibracional: consiste en la transicion de un nivel vibracional superior a un
nivel de menor energia, dentro del mismo estado electronico.

- Conversion interna (CI): consiste en un cambio de estado electrénico con menor
energia, sin cambio de spin y sin emitir radiacion. Por ejemplo, el paso del estado S, al
S| puede darse por conversion interna.

- Entrecruzamiento entre sistemas (CIS): consiste en un proceso de desactivacion en el
cual la molécula pasa del estado S; al T}, o del T, al Sy. Se produce un cambio de estado
electronico en el que el spin varia, siendo ambos estados isoenergéticos.
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Figura 5. Procesos no radiativos

En lo que respecta a los procesos radiativos, destacan los siguientes (Figura 6):

- Absorcién: se produce cuando la molécula absorbe luz y un electron pasa de su estado
fundamental a un estado excitado superior con la misma multiplicidad. Se produce una
transicion permitida. Estos estados excitados se caracterizan por su inestabilidad y
tiempo de vida corto.

- Fluorescencia: cuando se produce la desactivacion del estado electronico singlete S,
desde su nivel vibracional mas bajo, al Sy se da por un proceso de fluorescencia.
Consiste en una emision de radiacion UV o visible debida a una transicion permitida
con conservacion de spin.

- Fosforescencia: la desactivacion radiativa del estado excitado triplete T, al estado
fundamental (Sy) se da por un proceso de fosforescencia. La diferencia entre este
proceso y la fluorescencia, ambos procesos radiativos, es el tiempo de duraciéon de cada
proceso. La fluorescencia es un proceso mas rapido ya que no conlleva un cambio en la
multiplicidad de spin, mientras que la fosforescencia implica la conversion del spin. La
emision de radiacion en el caso de la fosforescencia se conoce como una transicion
prohibida.
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Figura 6. Procesos radiativos (representados con lineas continuas)

1.1.1. Otros procesos fotoinducidos

Dentro de los procesos fotoinducidos, cuando coexisten dos o mas croméforos en un mismo
medio, que pueden estar unidos o no, y uno de ellos absorbe luz, puede producirse una
interaccion entre ambos que presenta varias manifestaciones:

- Transferencia de energia (TE): en este proceso fotofisico se diferencian los cromo6foros
como aceptor (A) y dador (D). La TE se da cuando un croméforo dador en su estado
excitado (D*), cede energia a un cromo6foro A que esta en un nivel de menor energia.

Lo que ocurre en este caso es que el dador se desactivara (D) y el aceptor se activara
(A*), pasando a un estado energético superior (Figura 7).

h\’ kTE
D+A—>= D*"+A—= D+A*

Figura 7. Proceso de transferencia de energia (TE)

El proceso de TE puede ser intramolecular o intermolecular segin el dador y aceptor
formen parte de una misma molécula o sean dos moléculas distintas, respectivamente.

- Transferencia electronica (Tel): la Tel es un proceso no radiativo que ocurre cuando se
produce la transferencia de un electron entre una molécula en su estado excitado y otra

molécula en su estado fundamental, dando lugar a un radical cation del dador y un
radical anion del aceptor (Figura 8).
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hv. D*+A g, D"+A"
D & A — 0 —_— 0
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Figura 8. Proceso de transferencia electronica (Tel)

- Formacién de exciplejos y/o excimeros (EX): en el caso de que la transferencia de carga

no sea completa se produce la formacion de un complejo llamado exciplejo. Un
exciplejo tiene carga parcial y un momento dipolar alto. Un excimero es un complejo
que se forma entre dos cromoforos idénticos, estando uno en su estado excitado y otro
en su estado fundamental (Figura 9).

o+ O—
hv D* + A kEX {D*OA)
o .
D+A—" s (D-A¥)
5— &+

Figura 9. Proceso de formacion de exciplejos y/o excimeros

1.2. N-OXIDOS HETEROCICLICOS

Los N-6xidos heterociclicos son compuestos aromaticos cuyo heteroatomo es un nitrogeno al
que esta unido un oxigeno mediante un enlace sencillo. Este enlace, denominado dativo, da
lugar a una separacion de carga formal (N'-O") que es la causa principal de las propiedades
fisicas y quimicas de este tipo de compuestos. El enlace NO estd formado por el solapamiento
de un par de electrones no enlazantes del nitrogeno y un orbital libre del oxigeno, que es lo que
origina la separacion de carga formal ya mencionada.

Historicamente, los N-6xidos han tenido diferentes utilidades tales como la polimerizacion
fotoiniciada, como modelo para la transferencia de oxigeno bioquimico o como intermedios con
valor sintético. También se han utilizado como bases de Lewis por su capacidad para
coordinarse con metales gracias a las caracteristicas del enlace N*-O".°

En la actualidad, los estudios e investigaciones en el campo de los N-6xidos se centran en su
funcién dentro de sistemas biologicos y su aplicacion en la industria farmacéutica para el disefio
de nuevos farmacos.

Pero ademas de estos usos, también son conocidos por sus efectos negativos, principalmente por
sus efectos cancerigenos, lo que ha derivado en un especial interés por los procesos
fotoquimicos y fotofisicos que experimentan y que conllevan la interaccion con sistemas
proteicos, fundamento basico de estudio del presente TFG.
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1.2.1. La fotoquimica de los N-6xidos

Los N-o6xidos heterociclicos generalmente muestran reactividad fotoquimica con un rendimiento
cudntico moderado (® > 0,1). Ademas, a principios del siglo XX ya se percibio6 la fotolabilidad
de estos compuestos que absorben la luz solar, aunque la reactividad fotoquimica de los N-
oxidos heterociclicos se sospechd por primera vez cuando se descubrid accidentalmente la
inestabilidad de unas disoluciones preparadas para caracterizacion espectroscopica.’

Su fotoquimica mas comun implica la formacion de oxaziridinas que pueden dar lugar, por un
lado, a la transposicion del atomo de oxigeno al carbono contiguo al nitrégeno, o a la expansion
del anillo con la introduccion del atomo de oxigeno. En ambos casos, la formacion de
oxaziridinas se produce como paso intermedio previo a la formacion de un producto final por
transposiciones sigmatropicas o aperturas electrociclicas.
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Figura 10. Fotorreactividad de un N-6xido heterociclico como la quinolina N-6xido en diferentes medios

Asi, es la polaridad del medio la que determina cual de los dos procesos es el predominante. La
utilizacion de un disolvente u otro es significativa debido a la polaridad del enlace N*-O" y a la
capacidad de formar enlaces de hidrogeno en medios proticos. Por ese motivo, en disolventes
apolares se ve favorecida la formacion de benzoxazepinas, mientras que en el caso de los
disolventes polares, predomina la formacion de zwitteriones (Figura 10). La formacion de la
oxaziridina como intermedio carece de evidencias experimentales ya que, por su tiempo de vida
tan corto, es muy dificil de detectar.”

En los estudios realizados en el laboratorio se ha trabajado con disolventes polares,
concretamente PBS (Phosphate Buffered Saline Solution), que se trata de una disolucion salina
de fosfato a pH=7,4 en agua y que simula el entorno celular al tener el mismo pH. Por tanto, la
polaridad del medio es significativa para determinar el fotoproducto que predomina.

Ademas, se conoce una reaccion para los N-6xidos conocida como desoxigenacion fotoquimica.
Este proceso se da en menor medida aunque es bastante comtin. La desoxigenacion consiste en
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la liberacion del atomo de oxigeno unido al nitrégeno (NO), y se da desde un nivel excitado
diferente del implicado en la formacion de oxaziridinas. Este proceso conlleva la formacion de
especies reactivas de oxigeno como el oxigeno atomico (O(°P)).”

1.2.2. 4-Nitroquinolina-N-6xido

El compuesto de estudio en este trabajo fin de grado es la 4-nitroquinolina-N-6xido (NQNO).
La 4-nitroquinolina-N-6xido es un compuesto que se sintetizd por primera vez por Ochiai y sus
colaboradores al preparar N-6xido de quinolina utilizando peréxido de hidrégeno y afiadiéndole

: s 11-12
posteriormente el grupo nitro.

NO,
AN
l}l+

O_

Figura 11. Estructura molecular de la 4-nitroquinolina-N-6xido

Los primeros estudios de este compuesto se remontan a 1957 cuando se realizé un experimento
con ratones para estudiar la accion carcinogénica del mismo. El equipo de Ochiai aplicé en la
piel de los ratones la NQNO a través de una solucion de benceno al 0,25%. Entre los 80 y 140
dias después de la aplicacion, todos los ratones tenian papilomas, y entre los dias 120 y 200, los
papilomas derivaron en tumores, de los cuales el 36% eran malignos. En unos pocos casos el
estudio derivo en metastasis.'

Esta fue la primera ocasion en la que se probd la carcinogenicidad de la NQNO. Hasta el
momento los estudios de quinolinas en esta linea se referian tUnicamente a derivados
heterociclicos como la f-antraquinolina, 5,6-benzoquinolina y derivados de naftoquinolina, pero
ninguno de ellos presenté ningun signo de carcinogenicidad."'

La accion carcinogénica de la NQNO que se habia demostrado en este experimento tuvo
especial interés por varias razones. En primer lugar, porque por primera vez se introdujo un
compuesto biciclico en las familias de los carcindgenos mas potentes. El hecho de que la
potencia carcinogénica de la NQNO fuera del mismo orden de magnitud del 1, 2, 5, 6-
dibenzantraceno planted la posibilidad de que en los derivados de la NQNO se pudiese
descubrir un carcindégeno mas fuerte todavia. En segundo lugar, también se atribuyo el efecto
carcinogénico al sustituyente nitro de esta clase de compuestos.''

La interaccion de la NQNO con biomoléculas como ADN y proteinas, se explica por la
capacidad electrofilica del anillo de quinolina, que se ve acentuada por el efecto electron-
atractor del sustituyente nitro en la posicion 4 del anillo de quinolina N-6xido. Esto permite
formar complejos de transferencia de carga con el ADN, por ejemplo."
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Se sabe también que la NQNO en su estado excitado triplete es mejor electrofilo que en su
estado fundamental, favoreciendo la interaccion con biomoléculas (ADN y proteinas) como
aceptor de electrones. Este estado ha sido mas estudiado que el estado singlete, siendo que la
fotofisica de la NQNO no esta caracterizada completamente. '

1.3. AMINOACIDOS Y PROTEINAS

Los aminodcidos son moléculas orgéanicas pequefias que contienen un grupo amino (-NH;) y un
grupo carboxilo (-COOH). Estos grupos estan unidos al mismo atomo de carbono, el carbono a,
por lo que se les denomina o-aminodcidos. Los o-aminoacidos son los monémeros de las
proteinas, ya que las proteinas estan formadas por una o mas cadenas lineales de aminoacidos
que se unen a través de enlaces peptidicos, formando los polipéptidos. Ademas, al carbono o se
une otro sustituyente con tamafio y caracteristicas diversas que es el que diferencia a cada
aminoacido de los demas. Este sustituyente se denomina cadena lateral del aminoacido y sus
propiedades son las que determinan el comportamiento quimico de cada aminoacido. Para la

formacion de las proteinas solo se utilizan 20 aminoacidos diferentes (Figura 12).'*"
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Figura 12. Estructuras quimicas de los 20 aminoacidos que forman las proteinas

Los enlaces peptidicos son enlaces covalentes que se forman en una reaccion de sintesis de
proteinas por condensacion entre dos aminoacidos. Durante la sintesis de proteinas, el grupo
carboxilico al final de la cadena polipeptidica en crecimiento, se une con el grupo amino
primario del aminoécido entrante, liberandose una molécula de agua y dando lugar a un grupo
amida por la formacion de un nuevo enlace denominado enlace peptidico (Figura 13).
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Enlace peptidico
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Figura 13. Formacion del enlace peptidico en la sintesis de proteinas

Al unirse dos 0 més aminoacidos queda un extremo denominado amino terminal y otro con un
grupo carboxilico terminal.

Como ya se ha explicado, las proteinas son polimeros de aminoacidos, por lo que se consideran
macromoléculas, ya que son moléculas relativamente grandes. El orden de unién de los
aminoacidos es lo que determina la estructura tridimensional de las proteinas y sus sitios de
unién o centros activos. Generalmente, la mayoria de las proteinas tienen entre 80 y 300
aminoacidos por subunidad proteica."’

En las proteinas se distinguen cuatro estructuras principales: primaria, secundaria, terciaria y
cuaternaria'®:

- Estructura primaria: es la secuencia de aminoacidos unidos por enlaces peptidicos.
- Estructura secundaria: este tipo de estructura se produce cuando los aminoacidos de los
polipéptidos se unen entre si, ademads, por enlaces de hidrogeno o con otra cadena

polipeptidica. Dentro de la estructura secundaria se distinguen la hélice alfa, la hoja
plegada beta y la triple hélice.

- Estructura terciaria: se origina cuando se producen interacciones entre diferentes zonas
de la cadena polipeptidica, esto conlleva que algunos fragmentos de la misma se
retuerzan y se plieguen, adquiriendo la proteina una estructura tridimensional.

- Estructura cuaternaria: es el nombre que se le da a una proteina (biolégicamente activa)
que esta formada por dos 0 méas subunidades polipeptidicas.

Las proteinas son unas de las macromoléculas organicas mas abundantes en los seres vivos y
cada proteina tiene una funcién tnica, controlando una gran cantidad de procesos vitales. La
forma de una proteina es esencial para la funciéon que desempefie en el organismo y, por
ejemplo, cambios en la temperatura, el pH o la presencia de sustancias quimicas, pueden alterar
su forma y provocar que pierda su funcionalidad, lo que se conoce como desnaturalizacion de
una proteina, debido a la pérdida de la estructura secundaria, terciaria o cuaternaria.'’

Las proteinas en las que se han basado los estudios realizados en este trabajo son las albiiminas
séricas humana (ASH) y bovina (ASB). De estas se tiene informacion de su estructura primaria,
secundaria y terciaria, ademas de su funcion fisioldgica y las moléculas con las que son capaces
de interactuar, generalmente, por fuerzas ionicas, enlaces de hidrogeno o fuerzas de Van der
Waals. La albumina sérica es una proteina secretada por el higado, circula por la sangre y ayuda
a mantener la presion osmotica en la misma. Su concentracion en sangre se encuentra entre 3,5
y 5 g/dL, lo que significa mas de la mitad del contenido del plasma sanguineo."”
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La eleccion de las albuminas séricas como proteinas para el estudio de la interaccion farmaco-
biomolécula es porque son proteinas transportadoras que forman parte del tipo de proteinas
llamadas dianas farmacologicas, ya que interaccionan con diversos sustratos para su distribucion
plasmatica.

1.3.1. L-Triptéfano (Trp)

El tript6éfano, con formula molecular C,;H;,N,0, y una masa molecular de 204,23 g/mol, es un
aminoacido esencial que el cuerpo no puede sintetizar y por tanto, se tiene que conseguir a
través de la alimentacion.

El triptéfano es una molécula quiral y de sus dos estereoisomeros, es el L-Trp el que forma parte
de las proteinas.

El organismo utiliza el triptofano principalmente para producir serotonina, que es un
neurotransmisor, es decir, una sustancia quimica que permite la comunicacidn entre neuronas.
La serotonina modula procesos como el estado de animo, procesos conductuales, el apetito, la
memoria y la atencion, entre otros."®

El triptéfano es un aminoacido aromatico, cuyos anillos se pueden sintetizar a partir de
precursores alifaticos. El anillo aromatico (indol) del Trp esta unido al aminoacido a través de
un carbono metilénico (Figura 14).

OH

Figura 14. Formula molecular del L-Triptdfano

En cuanto a algunas de las caracteristicas fotofisicas conocidas del L-Triptdfano, se sabe que
este aminoacido presenta un maximo de absorcion de luz UVB entorno a los 280 nm y un
maximo de emisién por fluorescencia alrededor de los 330 nm (dependiendo del disolvente
utilizado).
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1.3.2. AlbUimina Sérica Humana (ASH)

La albiimina sérica humana es la proteina mas abundante en la sangre (con una concentracion
entre 3,5 y 5 g/dL), concretamente constituye el 60% de todas las proteinas de la sangre. Tiene
una masa molecular de 66500 Da y se conoce su estructura primaria (secuencia de
aminoacidos), formada por 585 aminoacidos. En su estructura existen 17 puentes disulfuro, un
tiol libre y un tnico residuo de triptéfano (Trp) en el aminoacido 214."

La albumina sérica humana presenta varios sitios de union potencialmente accesibles para los
sustratos, pero hay dos centros activos en su estructura (Sitio | y Sitio II) que la definen segun se
observa en su estructura terciaria de la Figura 15. En el Sitio I se dan interacciones
hidrofobicas, presenta un residuo de triptofano y es el sitio de union de la Warfarina. Mientras
que en el Sitio II, la cavidad es mas pequena, contiene un residuo del aminodcido tirosina y es el
sitio de union del Ibuprofeno.

Dominio |

Dominio Il

Figura 15. Estructura terciaria de la proteina ASH

La albiimina sérica humana se encuentra en el grupo de las proteinas transportadoras que, como
se ha dicho, pueden interaccionar con diferentes sustratos para su distribucion plasmatica. La
interaccion se puede producir por fuerzas idnicas, enlaces de hidrogeno y/o fuerzas de Van der
Waals.

Segtin analisis cristalograficos de rayos X de la ASH, la cadena polipeptidica se dobla formando
una hélice de dimensiones aproximadas de 80 x 80 x 30 A, con cerca del 67% de a-hélice, un
10% de lamina-B y un 23% de cadena extendida. Asi, su estructura secundaria y terciaria es
conocida ya que ha sido caracterizada mediante difraccion de rayos X de los cristales de
albumina sérica humana.

En la estructura terciaria de la ASH se encuentran los dos sitios de uniéon mencionados
anteriormente (Figura 15) y a partir de los cuales se puede observar la interaccion de la proteina
tanto con moléculas enddgenas (biomoléculas) como exégenas (fairmacos).” Dicha interaccion
se detecta a través de la emision del aminoacido Trp ya que al irradiar la proteina (a 295 nm)
todos los aminoacidos aromaticos que absorben radiacion, experimentaran transferencia de
energia al nivel energético S; del Trp por ser el mas bajo en energia. Es en el Sitio I (de caracter
hidrofobico) donde la proteina presenta un residuo de triptéfano (Trp), de caracter nucleofilico,
y donde se sospecha que interaccionara la ASH a través de este aminoacido con el farmaco en
cuestion (NQNO), con marcado caracter electrofilo.
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1.3.3. AlbUimina Sérica Bovina (ASB)

La albuimina sérica bovina, tiene una masa molecular de 66382 Da, y también se conoce su
estructura primaria, con un total de 583 aminoacidos, asi como sus estructuras secundaria y
terciaria por estudios cristalograficos de difraccion de rayos X (Figura 16).

Figura 16. Estructura terciaria de la proteina ASB'

La ASB es una de las proteinas mas estudiadas en investigaciéon bioquimica. Su secuencia es
similar a la de la ASH en un 76%, diferenciandose la una de la otra en el nimero de residuos de
triptofano que presentan. A diferencia de la ASH, la ASB cuenta con dos residuos de triptéfano.
Uno de ellos se encuentra en el aminoacido 213 y el otro en el 134. También cabe destacar que
la ASB presenta 7 residuos de tirosina (Tyr), proximos al Trp-134, mientras que el Trp de la
ASH, no contiene ninguno. Esta diferencia en cuanto al mayor nimero de residuos de Trp y
grupos aromaticos se refleja en una mayor intensidad de absorbancia a 295 nm para la proteina
ASB comparandola con la de la ASH, asi como en unos mayores rendimientos de emision de
fluorescencia.'’
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2. OBJETIVOS

Tras conocer la accion carcinogénica del N-6xido heterociclico, 4-nitroquinolina-N-6xido
(NQNO), se buscara caracterizar la interaccion de dicho farmaco con el aminoacido L-
Triptofano tanto a nivel monomérico como formando parte de la macroestructura de la proteina
transportadora albimina sérica (en sus variantes humana y bovina).

Este estudio se realizara mediante la aplicacion de técnicas espectroscopicas de absorcion y
emision en estado estacionario y con resolucidon temporal para profundizar en la fotofisica tanto
de los compuestos por separado como de las disoluciones de NQNO con los distintos
aminoacidos y proteinas, observando y analizando la influencia de la concentracion en las
disoluciones.

Se determinara el tiempo de vida de fluorescencia para mezclas de NQNO con las distintas
proteinas y en diferentes concentraciones con el objetivo de caracterizar la interaccion entre
ellos.

Ademas, se procedera a la irradiacion de las muestras en fotorreactor a 355 nm para estudiar la
fotoquimica de los compuestos en el rango de luz UV-visible y asi poder confirmar la
interaccion y los posibles fotoproductos derivados de la misma.

Se aplicaran técnicas de filtracién a través del gel Sephadex® para detectar la posible union
fotoinducida farmaco-proteina.

Los diferentes experimentos se realizaran para mezclas de 4-nitroquinolina-N-6xido (NQNO)
con L-Triptéfano (Trp), y con proteinas transportadoras albumina sérica humana (ASH) y
albumina sérica bovina (ASB).
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3. EQUIPOS, INSTRUMENTACION Y REACTIVOS

3.1. ESPECTROFOTOMETRO UV-Vis

La espectrofotometria ultravioleta-visible utiliza la luz en los rangos visible y adyacentes, es
decir, el ultravioleta (UV) cercano y el infrarrojo (IR) cercano. El espectrofotometro UV-Vis
considera la intensidad de luz que pasa a través de una muestra comparandola con la intensidad
de luz antes de pasar a través de la muestra, para generar como resultado la luz absorbida por la
muestra que se traduce en su espectro de absorcion.”

Un equipo de espectrometria UV-Vis (Figura 17) consta principalmente de una fuente de luz,
que es diferente en funcion del rango del espectro en que se trabaje. Por ejemplo, para
longitudes de onda visibles se utiliza una bombilla incandescente, en cambio, para el rango del
ultravioleta, una lampara de arco de deuterio. Ademas, en el interior existe un soporte para la
muestra, una rejilla de difraccion para separar las longitudes de onda y un detector.

El equipo utilizado en el laboratorio es un espectrofotometro UV-Vis JASCO V-650 (Figura
17). Este equipo es de doble haz, lo que significa que la luz, antes de llegar a la muestra, se
divide en dos haces. Uno de ellos act@ia como referencia mientras que el otro atraviesa la
muestra.

Figura 17. Espectofotometro UV-Vis JASCO V-650

La muestra se introduce disuelta en una cubeta de cuarzo de 1x1 cm, donde la anchura de la
cubeta se corresponde con el parametro L (paso optico de la celda) de la ecuacion de Beer-
Lambert:

A=¢e-c-L Ecuacion 3
En la que, ademas:

¢, es la concentracion de la especie que absorbe luz, con unidades de mol/L.
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g, es un valor constante conocido como coeficiente de extincion, propio de cada compuesto para
un disolvente dado.

A, es la absorcion que presenta la muestra medida y el valor que se representa frente a la
longitud de onda para dar lugar al espectro de absorcion de una muestra en disolucion (resultado
que se extrae de un espectrofotometro UV-Vis).

3.2. ESPECTROFLUORIMETRO DE ESTADO ESTACIONARIO

La espectrofluorimetria es un tipo de espectroscopia que analiza la fluorescencia de una muestra
dando como resultado el espectro de emision de dicha muestra. En este caso se utiliza luz,
generalmente ultravioleta, que excita los electrones de las moléculas de la muestra mediante la
absorcion de un foton de luz desde su estado electronico basal a uno de los estados electronicos
y vibracionales excitados. Esto provoca colisiones con otras moléculas que contribuyen a que la
molécula excitada pierda energia vibracional, lo que provoca una emision de luz de menor
energia, emitiendo un fotoén en el proceso. La emision de fluorescencia siempre se produce
desde el estado excitado singlete de menor energia (S;) de la molécula irradiada, hasta su estado
fundamental (S).

Mediante la utilizacion del espectrofluorimetro (Figura 18) se puede obtener tanto el espectro
de emision de una muestra como su espectro de excitacion.

Figura 18. Espectrofluorimetro JASCO FP-8500

En un espectrofluorimetro (Figura 19) la luz de una fuente de excitacion pasa a través del
monocromador (seleccion de la longitud de onda o intervalo de excitacion) e incide sobre la
muestra. Parte de esa luz es absorbida por la muestra (segiin el valor de A de la muestra)
haciendo que algunas de las moléculas se exciten promocionando a un estado excitado superior
en energia y posteriormente produciendo una emision radiativa (fluorescencia) al recuperar su
estado fundamental.
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1] Cubetamuestra
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de emision \ |

Fotodetector '

Figura 19. Esquema simplificado de un espectrofluorimetro

Las medidas de las muestras se realizan utilizando cubetas de cuarzo de 1x1 cm, siendo la
deteccion de la emision perpendicular a la direccidon de incidencia del haz de irradiacion sobre la
muestra. La radiacion emitida por la muestra también pasa a través de un monocromador antes
de llegar al fotodetector.

Los monocromadores mencionados utilizan un reticulo de difraccion que consiste en una rejilla
que permite cambiar el angulo de salida de la luz, ajustando, por tanto, una longitud de onda u
otra.

Los datos recogidos en el detector son traducidos, finalmente, en un espectro de emision
(Intensidad = f(A)) para la muestra estudiada.

En el laboratorio se utiliza un espectrofluorimetro JASCO FP-8500, con lampara de arco de
xenon y con un rango de longitudes de onda de 200 nm a 750 nm.

3.3. ESPECTROFLUORIMETRO DE TIEMPO RESUELTO

El espectrofluorimetro de tiempo resuelto utilizado mide el tiempo de vida en una escala de
nanosegundos, del estado excitado singlete, de una determinada muestra. El tiempo de vida
depende del tiempo promedio que permanece la molécula en su estado excitado antes de emitir
un foton. Por ello si la unica desactivacion que sufre el singlete es radiativa (lo que es muy
comun), su tiempo de vida se conoce como el tiempo de emision de fluorescencia.

Los tiempos de vida de desactivacion del estado excitado oscilan entre 0,5 y 20 nanosegundos
para compuestos que emiten fotones con energias desde el UV hasta el infrarrojo cercano.

En el laboratorio se utilizdo un espectrofluorimetro de tiempo resuelto EasyLife X con un
detector PTI de resolucion temporal en escala de nanosegundos, lamparas LED de diferentes
longitudes de onda para la excitacion y filtros para limitar las emisiones que presentaran
longitudes de onda mayores que las de excitacion, ya que la emision siempre es menos
energética que la excitacion (Figura 20).
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Figura 20. Espectrofluorimetro de tiempo resuelto EasyLife X (Optical Building Blocks)

3.4. FOTORREACTOR

El fotorreactor, también conocido como camara de irradiacion, es un equipo que dispone de una
camara para irradiar muestras liquidas, con 10 ldmparas fluorescentes laterales (Figura 21 y
Figura 22).

Figura 21. Camara de irradiacion LuzChem
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Figura 22. Camara de irradiacion LuzChem con 10 lamparas de A =355 nm

El equipo utilizado es una camara de irradiacion LuzChem con 10 ldmparas de deuterio que
emiten una longitud de onda centrada en 355 nm. El espectro de emision de dichas lamparas se
muestra en la Figura 23.
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Figura 23. Espectro de emision de las lamparas de deuterio utilizadas en el fotorreactor, proporcionado
por el catalogo del fabricante

Las muestras se introducen en el fotorreactor dentro de una cubeta de cuarzo de 1x1 cm que se
cubre con un recipiente de Pyrex que actiia como filtro sin dejar pasar las longitudes de onda
por debajo de 290 nm.
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3.5. CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

La cromatografia liquida es una técnica de separacion e identificacion que consiste en una fase
movil (liquida) que se desplaza a través de una columna que contiene la fase estacionaria. La
cromatografia HPLC puede separar macromoléculas y especies idnicas, productos naturales
labiles y muchos otros grupos de peso molecular elevado.

La separacion se produce por las diferentes interacciones quimicas entre las sustancias
analizadas y su reparto entre las fases mowvil y estacionaria que componen el sistema.

La muestra se introduce en pequefas cantidades (20 pulL) en la columna y los distintos
componentes se desplazan a velocidades diferentes dependiendo de su retencion en la fase
estacionaria. Para la separacion de los compuestos utilizados en este trabajo se utilizaron
disolventes como el agua, el metanol y el acetonitrilo.

Una vez encontrada la fase movil mas adecuada para la separacion de los componentes de la
muestra, se identifican y/o caracterizan a través de su espectro de absorcion UV-Vis que
proporciona el equipo, para cada uno de los picos observados en el cromatograma resultante.

En el laboratorio se utilizd un equipo de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC):
JASCO UV-1575 intelligent UV/Vis Detector, JASCO PU-2080 Plus intelligent HPLC Pump,
JASCO LG-2080-04 Quaternary Gradient Unit y JASCO DG-2080-54 4-Line Degasser (Figura
24).

Figura 24. Equipo de cromatografia liquida HPLC
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3.6. INSTRUMENTACION

La instrumentacion utilizada durante la realizacion del trabajo engloba todo aquel material, de
un solo uso o de uso prolongado que ha sido necesario para llevar a cabo los experimentos. Se
divide en material fungible y material no fungible.

La totalidad del material utilizado se detalla en el presupuesto, asignandole el precio
correspondiente a cada item.

Algunos ejemplos del material de laboratorio empleado se muestran en las Figuras 25-32:

- Material fungible

Figura 25. Puntas de pipeta Figura 26. Pipetas Pasteur

Figura 27. Filtros Sephadex® Figura 28. Viales transparentes con tapon
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- Material no fungible

Figura 29. Micropipetas de volumen variable Figura 30. Cubeta de cuarzo

Figura 31. Bata de laboratorio Figura 32. Vasos de precipitados

22



Caracterizacion espectroscopica, a través de técnicas de absorcion y emision, de la interaccion
fotoinducida entre N-6xidos heterociclicos y proteinas

3.7. REACTIVOS Y DISOLVENTES

En lo que respecta a los reactivos y disolventes utilizados durante toda la fase experimental del
proyecto, se especifican las cantidades y precios mas detalladamente en el presupuesto.

Como ya se ha explicado, se ha trabajado con la 4-nitroquinolina N-6xido (NQNO) (Figura 33)
como farmaco. Y se ha estudiado la interaccién de la misma con diferentes biomoléculas: dos
proteinas, las albuminas séricas humana (ASH) y bovina (ASB) y el aminoacido L-Triptéfano
(Trp), concretamente el hidrocloruro de L-Triptéfano metiléster al 98%.

Figura 33. 4-Nitroquinolina N-6xido 98%

Para preparar las disoluciones se utilizo PBS (Phosphate Buffered Saline Solution, con pH=7,4)
como disolvente. Este disolvente se prepard con una tableta de tampon salino de fosfato y 200
mL de agua ultrapura Milli-Q. El agua Milli-Q es un agua filtrada y purificada por dsmosis
inversa, disponible en el departamento de quimica.

En la preparacion de la disolucion madre de NQNO, conservada durante toda la duracion de la
parte experimental en el frigorifico, se utiliz6 como disolvente PBS.

Para la realizacion de la filtracion en gel Sephadex” que se explicara en el apartado 4.4., se
utilizo cloruro de guanidinio, que es un agente que desnaturaliza la proteina rompiendo todas las
interacciones excepto las covalentes, quedando unicamente la estructura primaria de la proteina.

Un disolvente adicional que se utiliz6 en la fase experimental fue el acetonitrilo, necesario para
la elucion del fotoproducto de la NQNO en la técnica de separacién e identificacion por HPLC.

Todos los reactivos y disolventes fueron suministrados por la casa comercial Sigma-Aldrich.
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4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

4.1. PREPARACION DE DISOLUCIONES

Para la realizacion del estudio de caracterizacion de la interaccion entre la NQNO y las
diferentes biomoléculas, se emplearon una serie de disoluciones en funcion del aspecto a
estudiar en cada momento. Para ello, se va a explicar el procedimiento de preparacion de las
distintas disoluciones seglin su uso.

4.1.1. Disoluciones madre

Una disolucion madre es una disolucidon con una concentracion determinada, a partir de la cual
se van a preparar todas aquellas muestras que se requieran a lo largo del trabajo.

En este caso, tanto para el N-6xido en cuestion, NQNO, como para las proteinas y el
aminoécido, se utilizaron unas disoluciones madre con una concentracion de 10~ M, a partir de
las cuales se prepararon todas las muestras necesarias tomando diferentes alicuotas de las
mismas.

Para la preparacion de la disolucion madre de la NQNO, se parte del compuesto en estado
solido, por lo que se debe pesar una cantidad determinada en funcién del volumen de disolucion
que se quiera preparar.

Para conocer la cantidad de producto que se necesita pesar, se utiliza la Ecuacion 5, obtenida a
partir del desarrollo de la siguiente expresion general (Ecuacion 4):

myoNo/1000 % pureza

[Clg - Vg = 7R oo = Ecuacion 4
100 o
[ClF - Vg - 1000 epurera M, = myqgno (en mg) Ecuacién 5

Doénde:

ng, son los moles que tiene que haber del compuesto en la disolucion final.
[Clr es la concentracion que tendra la disolucion final, en mol/L.

Vr es el volumen de disolucion que se quiere preparar, en L.

% pureza es el grado de pureza del compuesto.

M, es la masa molecular del compuesto, en g/mol.

Ademas, se multiplica por 1000 para obtener el resultado final en mg.

Una vez conocida la cantidad que se debe pesar de NQNO, se aiadio el volumen
correspondiente de PBS, que fue el disolvente utilizado.
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El PBS (Phosphate Buffered Saline Solution), es una disolucién salina de tampon fosfato a
pH=7,4 en agua que simula el entorno celular, por lo que se afiadié el volumen necesario de
PBS para tener el volumen final de disolucion deseado.

En el caso de la NQNO, la cantidad de disolucion que se prepard se pudo utilizar en los distintos
experimentos, porque se almacenaba en la nevera para evitar su posible degradacion. En
cambio, tanto para las proteinas como para el aminoacido utilizado, se prepard la cantidad
necesaria para cada experimento, ya que con el paso de los dias, es posible que se degradaran y
no resultaran representativos los datos obtenidos en las mediciones.

4.1.2. Disoluciones para la caracterizacion fotofisica v la medicion del tiempo
de vida de fluorescencia

En primer lugar, se realiz6 la caracterizacion fotofisica y la determinacion del tiempo de vida de
fluorescencia, y en este caso, se necesitaron varias muestras de NQNO con proteina o
aminoacido incrementando las cantidades de NQNO en las distintas disoluciones preparadas.
De esta forma, se obtuvieron 7 muestras con diferentes relaciones de concentracion: 1:0,25 eq;
1:0,5eq; 1:1eq; 1:2 eq; 1:5eq; 1:10 eqy 1:20 eq.

En la Figura 34 se muestra un ejemplo de la bateria de disoluciones que se necesitaron preparar
para obtener todas las mezclas indicadas.

Figura 34. Bateria de disoluciones con diferentes concentraciones

En este caso, para preparar estas mezclas, se partid de las disoluciones madre, tomandose la
alicuota necesaria para llevar cada compuesto a la disolucion que se requiere. Teniendo en
cuenta que un equivalente se corresponde con una concentracion de 2x10” M en el caso del Trp
y de 5x10° M en el caso de la ASH y la ASB. Para calcular los volimenes de alicuota
necesarios se emplearon las siguientes expresiones (Ecuaciones 6-8):
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ng = Ny Ecuacion 6

[Clp - Ve =1[Clo- Vo Ecuacién 7

1073 M xvﬂ = [C]g Ecuacion 8
F

En donde n son los moles de cada compuesto necesarios para preparar la disolucion, siendo ny
los que se cogen de la disolucion madre y ng los mismos que estaran presentes en la disolucion
final. Los subindices 0 y F hacen referencia a la situacién en la disoluciéon madre o en la
disolucidn final, respectivamente.

En la Ecuacion 8, el término x indica la alicuota que se debera tomar de la disoluciéon madre
([C]¢=10" M) para preparar una disoluciéon con una concentracion determinada ([C]g), y un
volumen fijado (Vy).

Por ejemplo, para preparar 6 mL de una disolucion de NQNO:ASH (1:2 eq), se necesitaran los
siguientes volimenes de las disoluciones madre de NQNO y de ASH, asi como de la disolucion
de PBS:

x mL
103 M -m =2-10"°M - VNQNO =x=0,12mL = 120 ulL

xmlL
103 M -m =4-10"°M - Visy = x = 0,24 mL = 240 uL

VPBS =6mL— VNQNO - VASH =6— 0,12 - 0,24 - 5,64 mL

4.1.3. Disoluciones para el estudio de la fotorreactividad de la NONO

Siguiendo el orden de los experimentos a realizar para estudiar la fotorreactividad, en primer
lugar fue necesario determinar el tiempo Optimo de irradiacion. Para ello, se prepard una
disolucion de NQNO con la respectiva proteina o aminoacido con una relacion en equivalentes
(eq) de 1:2.

Un equivalente de NQNO se corresponde con una concentracion de 2x10™° M, por lo que la
relacion 1:2 eq indica que la concentracion de NQNO sera de 2x10” M, mientras que la de la
proteina o el aminoacido sera de 4x10™ M.

Después de analizar la estabilidad de las disoluciones, se establecié que las disoluciones de
NQNO con L-Triptéfano se podrian utilizar en el momento de prepararlas. En cambio, las
disoluciones con proteina se debian dejar durante toda la noche en nevera para asegurar unos
buenos resultados, por lo que se prepararon el dia anterior a las mediciones correspondientes.

Y de forma analoga a los experimentos anteriores, se calcularon las distintas alicuotas
empleando la Ecuacién 8.
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4.1.4. Disoluciones para la filtracidén en gel Sephadex®

Una vez estudiada la fotorreactividad de la NQNO en presencia de Trp y proteinas, se procedio
a realizar el experimento con gel Sephadex”.

Para este experimento se prepararon dos disoluciones. Una de ellas fue una disolucion de
NQNO con proteina en una relacion 1:2 de concentracion, de la misma forma que se ha
explicado para el experimento de estudio de la fotorreactividad de la NQNO. La otra disolucion
fue Unicamente de 2 eq de proteina, es decir, una disolucion de la biomolécula con una
concentracion de 4x10” M.

4.2. INTERACCION NQNO:PROTEINA/AMINOACIDO

4.2.1. Medidas en estado estacionario

Para estudiar la interaccion de la 4-nitroquinolina N-6xido (NQNO) con la proteina (ASH,
ASB) o el aminoacido (Trp) correspondiente, se prepararon disoluciones con cantidad fija de
proteina o aminoacido y cantidades crecientes del farmaco. Para ello, se fijé una concentracion
de 2x10° M para el Trp y 5x10° M tanto para la ASH como para la ASB y se iba
incrementando la concentracion de NQNO. Como disolvente se utilizo PBS.

Asi, se obtuvieron siete muestras de cada mezcla y se midid su absorbancia con el
espectrofotometro UV-Vis y su fluorescencia con el espectrofluorimetro.

Para ambas mediciones se siguié el mismo procedimiento. En primer lugar se depositaron 3 mL
de la muestra en una cubeta de cuarzo de 1x1 cm y se introdujo la cubeta en el
espectrofotometro o en el espectrofluorimetro, se fijaron los pardmetros deseados y se inicio la
medicion.

En el espectrofotometro UV-Vis se establecid un rango de medida de 220 nm a 550 nm para el
registro del espectro de absorcion. En el espectrofluorimetro, en cambio, el rango de medida
para fijar la longitud de onda de excitacion, viene definido en funcion del maximo de
absorbancia obtenido en el UV-Vis. Dicho valor se fijo y el rango de medida de la emision
producida comenz6 5 nm por encima de la excitacion y llegd hasta 650 o 700 nm.

4.2.2. Medidas con resolucidén temporal

El tiempo de vida de fluorescencia, como ya se ha explicado, suele coincidir con el tiempo de
vida del estado excitado singlete de una determinada especie.

En este trabajo se midieron los tiempos de vida del estado excitado singlete del Trp debido a
que su rendimiento cuantico de fluorescencia es adecuado para poder observarla con los equipos
utilizados.

Para obtener el tiempo de vida de fluorescencia del Trp, se introdujeron las muestras en una
cubeta de cuarzo en el espectrofluorimetro de tiempo resuelto, se fijaron los parametros
deseados y se realiz6 la medicion utilizando un led a 295 nm para excitar las muestras y con un
filtro UV de 320 nm para detectar la emision generada.
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Con el fluorimetro que se dispone se midio el tiempo de vida de todo lo que tuviera emision a
partir de 320 nm. Por tanto, mayoritariamente el tiempo medido correspondi6 a la emision del
Trp (maximo a 330 nm) en el caso de concentraciones no muy elevadas de NQNO (relacion
proteina:NQNO < 1:2).

Cada medicion se realizé tres veces, de forma que con la media de las tres veces se minimizaron
los errores experimentales que se hubieran podido producir.

4.3. OBTENCION DE LA LONGITUD DE ONDA Y DEL TIEMPO
OPTIMOS DE IRRADIACION

Un fotorreactor es un reactor quimico que emplea una fuente de radiacion, luz ultravioleta en
este caso, como fuente energética para provocar una determinada reaccion quimica.

En el caso de la irradiacion como experimento en este estudio, se busca excitar selectivamente a
la NQNO para estudiar la posibilidad de una interaccion con las biomoléculas ensayadas.

El fotorreactor dispone de 10 lamparas que irradian con una longitud de onda centrada en 355
nm.

Para determinar el tiempo optimo de irradiacion se prepard una disolucion de NQNO con
proteina y/o aminoacido en una relacion de concentracion de 1:2 equivalentes. 3 mL de esta
disolucion se depositaron en una cubeta de cuarzo de 1x1 cm y se introdujeron en el fotorreactor
bajo un cristalizador de Pyrex que actia como filtro sin dejar pasar la radiacion UV con
longitudes de onda por debajo de 300 nm (Figura 35 y Figura 36).

Figura 35. Cubeta de cuarzo Figura 36. Cristalizador Pyrex

A continuacion, se programo el reactor y se fueron irradiando las muestras progresivamente
definiendo la escala de tiempos mas adecuada para observar cambios a través de las técnicas
espectroscopicas de revelado utilizadas.

28



Caracterizacion espectroscopica, a través de técnicas de absorcion y emision, de la interaccion
fotoinducida entre N-6xidos heterociclicos y proteinas

4.4. FILTRACION EN GEL SEPHADEX"

El gel Sephadex”, que es la marca registrada con que se comercializa el gel dextrano, se utiliza
como un sistema de filtraciéon que deja pasar las moléculas con una masa molecular mayor de
5000 Da y retiene las de menor masa molecular. Es decir, en este caso, la proteina (66500 Da)
atravesaria el filtro mientras que la NQNO (190,16 Da) y sus derivados se quedarian retenidos.
Una vez conocido el tiempo 6ptimo de irradiacion, se irradio la muestra y se realizd una
filtracion por Sephadex”. Si se produce una fotounion, enlace covalente, entre el firmaco y la
biomolécula, al medir la absorbancia tras filtrar la muestra irradiada, podria observarse una
banda correspondiente a la NQNO unida a la proteina en una region en la que la proteina no
absorbe y si se midiera su emision esta podria cambiar.

En este procedimiento el gel dextrano, que es un polimero ramificado de glucosa y
entrecruzado, es el que actiia como fase estacionaria, reteniendo las moléculas pequefias en los
poros de las particulas de gel y excluyendo las moléculas grandes.

En la Figura 37 se puede observar el montaje utilizado para la filtracion.

Figura 37. Columnas de filtracion en gel Sephadex®™

Para realizar la filtracion, se lavo la columna, en primer lugar, cinco veces con 5 mL de PBS. A
su vez, se prepararon 3 mL de la disolucion a filtrar y se le afiadieron 1,72 g de cloruro de
guanidinio, dejando reposar la mezcla 5 minutos, produciéndose una reaccion endotérmica al
desnaturalizarse la proteina.

A continuacion, se afiadieron 2,5 mL de la disolucion con cloruro de guanidinio a la columna,
que dio lugar a un filtrado y, por tltimo se lavo la columna con 3,5 mL de PBS recogiendo
también esta disolucion de lavado junto con el filtrado. Esta dilucion se tuvo en cuenta a la hora
de registrar el espectro de absorbancia y emision.
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5. PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS

5.1. ESTUDIO DE LA INTERACCION DE LA NQNO CON EL
AMINOACIDO Trp Y PROTEINAS ALBUMINAS SERICAS

5.1.1. Medidas espectroscopicas de absorcidén y emision en estado estacionario

Con el fin de poder estudiar la interaccion entre la NQNO vy los diferentes aminoacidos y
proteinas, se realizo la medicion de los espectros de absorcion y emision de fluorescencia de una
disolucion madre de NQNO en PBS con una concentracién de 2x10° M. De este modo, se
podra comprobar de forma mas visible cualquier cambio en su espectro debido a la interaccion
con las distintas biomoléculas.

En los resultados graficos (Graficos 1-2) obtenidos se observa el espectro de absorcion con el
maximo caracteristico de la NQNO en torno a los 365 nm de longitud de onda. En cuanto al
espectro de emision de fluorescencia se observa que el farmaco de estudio no presenta apenas
emision de fluorescencia, tal y como se esperaba por la bibliografia disponible.” El pico que se
observa se corresponde con la frecuencia Raman del agua, por lo que se confirma el
practicamente nulo rendimiento cuantico de emision de fluorescencia de la NQNO en PBS.

0,35 604

0,30 504

404

30 o

Abs (u.a.)
I (ua)

204

T T T T 7 T ) T T T T T )
250 300 350 400 450 500 550 400 450 500 550 600 650
2 (nm) A (nm)

Graficos 1-2. Espectros de absorcion (izquierda) y de emision de fluorescencia (derecha) de la NQNO
con concentracion 2x10”° M en PBS

51.1.1. NQNO:Trp

Para determinar y detectar si la NQNO interacciona con el triptéfano se realiz6 la medida del
espectro de absorcion ultravioleta-visible (UV-Vis) y de emision de fluorescencia de mezclas de
triptéfano con NQNO en PBS, incrementando la cantidad de NQNO de forma progresiva.

Se comenzd con una concentracion fija de Trp de 2x10° M. En el Grifico 3 se representa,
ademas, el espectro de absorcion de la NQNO sola con la méxima concentracion afiadida en las
mezclas, 4x10* M, asi como el del aminoécido con su concentracion que se mantiene constante.
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——Trp 2x10° M
—— NQNO 4x10* M

A Trp:NQNO 1:0.25 eq
Vo ,/\‘ —— Trp:NQNO 1:0.50 eq

{ Trp:NQNO 1:1 eq

Trp:NQNO 1:2 eq

| / Trp:NQNO 1:5 eq
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Grifico 3. Espectro de absorcion UV-Vis de las mezclas Trp:NQNO en las que el Trp permanece
constante y se va aumentando la concentracion de la NQNO

Lo que se observa al obtener los espectros de absorcion para las distintas proporciones
Trp:NQNO, es que a medida que aumenta la cantidad de NQNO en la mezcla, el espectro de
absorcion de la misma va aumentando manteniendo la forma caracteristica de la absorcion de la
NQNO. Con el perfil de absorcion obtenido se puede concluir que no se observa interaccion
entre el triptéfano y la NQNO en el estado fundamental.

En cambio, cuando se registraron los espectros de emision de fluorescencia tanto para las
mezclas Trp:NQNO como para los componentes por separado, si que se observd una
disminucion de la intensidad de fluorescencia del triptéfano (330 nm) a medida que se aumentd
la cantidad de NQNO (Grafico 4). Ademas, se observd la aparicion de una nueva banda
alrededor de los 420 nm, que se puede observar mejor en el Grafico 5.

Se puede observar, también, como la fluorescencia de la NQNO (~550 nm) se hace visible para
concentraciones elevadas del farmaco.

——Trp2x10° M Trp:NQNO 1:5 eq
3000 Trp:NQNO 1:0.25 eq 1000 Trp:NQNO 1:10 eq
2750 4 Trp:NQNO 1:0.50 eq Trp:NQNO 1:20 eq
Trp:NQNO 1:1 eq
2500 Trp:NQNO 1:2eq 800
2250

Trp:NQNO 1:5 eq
Trp:NQNO 1:10 eq
Trp:NQNO 1:20 eq 600

I-(ua.)
I.(ua)

400 4
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Graficos 4-5. Espectros de emision de fluorescencia, excitando a 295 nm, de las mezclas Trp:NQNO con
concentraciones crecientes de NQNO (izquierda) y ampliacion de algunos de los espectros para observar
la formacion del nuevo maximo de emision a 420 nm (derecha)
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Para el caso de la fluorescencia del Trp es necesario aclarar que a pesar de la existencia de un
efecto filtro, debido a la absorcion en aumento de la NQNO a 295 nm, su disminucion sigue
existiendo al aumentar la concentracion de NQNO.

La nueva banda que aparece a 420 nm se atribuye a la interaccion entre el triptéfano y la NQNO
debida a la formacion de un exciplejo (complejo en estado excitado), ya que al registrar los
espectros de excitacion en ambos maximos de emision, estos son coincidentes (Grafico 6). Los
espectros de excitacion coinciden, a su vez, con el espectro de absorcion del triptoéfano.
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Grafico 6. Espectros de excitacion normalizados de la mezcla Trp:NQNO 1:10 eq a las longitudes de
onda de emision de los maximos 330 nm y 420 nm

La emision a 420 nm esta de acuerdo con la formacién de un exciplejo entre el Trp en su estado
excitado singlete y la NQNO en su estado fundamental (Trp*---NQNO).

5.1.1.2. NQNO:ASH

Con el fin de caracterizar la posible interaccion de la NQNO con la proteina ASH, que contiene
un residuo de Trp se realizaron, también, medidas de absorcion y emision en estado
estacionario.

Asi, se registro el espectro de absorcion de mezclas de ASH con cantidades crecientes de
NQNO, segun se indica en el Grafico 7.

—— ASH 5x10° M

51 NQNO 5x10* M

—— ASH:NQNO 1:0.25 eq

—— ASH:NQNO 1:0.50 eq
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—— ASH:NQNO 1:2 eq
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Grafico 7. Espectro de absorcion UV-Vis de las mezclas ASH:NQNO con concentraciones crecientes de
NQNO en PBS
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Como ocurria con las mezclas de Trp:NQNO, a medida que aumenta la concentracion de
NQNO en la mezcla, el espectro de absorcion observado es el propio de la NQNO, por lo que no
se detecta ninglin tipo de interaccion en el estado fundamental mediante estos resultados.

Por otro lado, se registré el espectro de emision de la ASH en presencia de cantidades crecientes
de NQNO, cuando las mezclas se irradian a la longitud de onda de 295 nm en PBS.

En este caso, se observo una disminucion de la intensidad de fluorescencia debida al Trp de la
proteina (maximo a 330 nm) y la aparicion de una nueva banda entorno a 420 nm asociada al

exciplejo (Trp*---NQNO), al igual que ocurria para el caso del triptéfano libre con la NQNO
(Graficos 8-9).

—— ASH 5x10° M ASH:NQNO 1:5 eq
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Graficos 8-9. Espectros de emision de fluorescencia de las mezclas ASH:NQNO con concentraciones
crecientes de NQNO (izquierda) y ampliacion de los espectros obtenidos para las concentraciones
mayores de NQNO (derecha)

Asimismo, se determind que la banda que aparecia a 420 nm (Gréafico 10) correspondia a un
exciplejo entre el estado excitado singlete del Trp en la ASH y la NQNO en estado fundamental
a través del registro de los espectros de excitacion en los dos maximos de emision de las
mezclas (Grafico 11).
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Graficos 10-11. Espectros de emision de fluorescencia normalizados de ASH y ASH:NQNO 1:5 eq
(izquierda) y de excitaciéon normalizados de la mezcla ASH:NQNO 1:5 eq a las longitudes de onda de
emision de los maximos 330 nm y 420 nm (derecha)
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Por lo tanto, también se pudo evidenciar una interaccion entre el estado excitado del triptofano
de la ASH y la NQNO en su estado fundamental, lo que indica que se encuentran espacialmente
préximos. Como se sabe por la bibliografia'®, el triptofano de la ASH se encuentra en una
posicion interna de la proteina (Trp-214) y proximo al sitio I, por lo que se puede concluir que
un cierto nimero de moléculas de NQNO se sitian en el interior de la proteina cuando ambos
sistemas se ponen en contacto.

5.1.1.3. NOQNO:ASB

Para comprobar la reproducibilidad en sistemas proteicos, se realizé el mismo experimento con
otra albumina sérica pero de origen distinto, la albimina sérica bovina. La ASH y la ASB tienen
una estructura similar, pero difieren en algunos aspectos como el nimero de residuos de
triptéfano junto con la ubicacion y entorno de los mismos. En los resultados anteriores se ha
observado una interaccion con la NQNO tanto del triptofano libre como de la ASH. En el caso
de la ASB, que tiene el doble de residuos de triptofano que la ASH y con un entorno distinto, se
quiere comprobar si también, y en qué magnitud, se produce la interaccion con la NQNO.

Se registro el espectro de absorcion UV-Vis de la ASB con cantidades crecientes de NQNO en
PBS (Grafico 12). Se observo que con grandes cantidades de NQNO el espectro satura pero
conforme aumenta la proporcion de NQNO el espectro se asimila al de la NQNO. Por lo tanto,
se concluye que mediante las medidas de absorbancia en estado estacionario no se observa
interaccion en el estado fundamental entre los triptofanos de la ASB y la NQNO, tal y como
ocurria en el caso de las mezclas entre NQNO con el triptofano libre o la ASH.
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Grafico 12. Espectros de absorcion UV-Vis de las mezclas ASB:NQNO con concentraciones crecientes
de NQNO en PBS

Por otra parte se registraron los espectros de emision de la ASB con cantidades crecientes de
NQNO bajo excitacion a 295nm en PBS, asi como de la ASB sola (Grafico 13). En este caso se
observa la disminucion de intensidad de fluorescencia de los Trp de la ASB (méximo a 330 nm)
al aumentar la cantidad de NQNO y la aparicion de una nueva banda a 420 nm atribuida a la
formacion del exciplejo entre el estado excitado del Trp y la NQNO en estado fundamental
(Griéfico 14).
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Graficos 13-14. Espectros de emision de fluorescencia de las mezclas ASB:NQNO con concentraciones
crecientes de NQNO (izquierda) y ampliacion de los espectros registrados para las concentraciones
superiores de NQNO (derecha)

También en este caso los espectros de excitacion registrados para los dos maximos de emision
(330 y 420 nm) fueron coincidentes (Grafico 15). Dichos espectros de excitacion se
corresponden con el espectro de absorcion de la proteina.
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Grifico 15. Espectros de excitacion normalizados de la mezcla ASB:NQNO 1:5 eq a las longitudes de
onda de emision de los maximos 330 nm y 420 nm

Por lo tanto, se puede concluir que se forma el exciplejo entre el triptéfano y la NQNO tanto en
disolucién acuosa de PBS como en el medio proteico de las albiminas séricas humana y bovina.
El hecho de que se forme el exciplejo también para las albuminas indica que una parte de las
moléculas de NQNO se encuentran en el interior de las proteinas. Debido a que se observa el
exciplejo tanto con ASH como con ASB se puede concluir que la interaccion entre el triptéfano
y la NQNO no se ve afectada por el entorno quimico distinto de los Trp en cada uno de los
ambientes proteicos, si bien la cantidad de complejo si parece ser mayor en el caso de la
proteina ASB.

Este ultimo resultado podria deberse al mayor numero de Trp que favoreceria su interaccion con
el farmaco.
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5.1.2. Calculo de la constante cinética de la interaccion Trp:NONO a través de
medidas de emisién con resolucion temporal

5.1.2.1. Ecuacion de Stern-Volmer

La ecuacion de Stern-Volmer estudia la cinética de procesos fotoinducidos de desactivacion,
como puede ser la transferencia de energia intermolecular a través de medidas de fluorescencia
(el caso de este estudio) o de fosforescencia.

Esta desactivacion se produce cuando la presencia de una especie acelera la desactivacion del
estado excitado de otra, produciéndose una transferencia de energia de la especie B a la especie
A, seglin se observa en la Figura 38.

A+B* > A*+B

Figura 38. Proceso de transferencia de energia de la especie B a la especie A

La especie B, que se encuentra en el estado excitado transfiere su energia a la especie A
quedando la especie B en el estado fundamental y la A, en el estado excitado.

En nuestro caso, A seria la NQNO y B seria la ASH (o la ASB), seglin se observa en la Figura
39:

NQNO + ASH* > NQNO* + ASH

Figura 39. Proceso de transferencia de energia de la proteina al farmaco (NQNO)

La ecuacion de Stern-Volmer puede aplicarse para calcular la constante cinética del proceso de
desactivacion utilizando medidas de intensidades de fluorescencia o de tiempos de vida de
fluorescencia.

Asi, la ecuacién de Stern-Volmer para calcular la constante de desactivacion del proceso
fotofisico utilizando la intensidad de fluorescencia, tendria la forma:

10 10 .
L=1+ky-[0] » L=1+ ko2 - [Q] Ecuaciéon 9
I I
Ecuacion 10
kSV = quf

En donde, para el caso de este trabajo:

I? es la intensidad maxima de fluorescencia inicial de la ASH excitando a 295nm antes de

afadir la especie desactivadora, NQNO.
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I es la intensidad maxima de fluorescencia de la ASH excitando a 295nm para distintas
cantidades de NQNO.

kgy es la constante cinética de Stern-Volmer que es igual a qu}’ y que se obtiene de la

pendiente de la recta al representar la relacion de intensidades de fluorescencia en funcion de la
concentracion de NQNO, sus unidades son M.

kg es la constante cinética de desactivacion y se obtiene dividiendo la kg, por la ‘519, las

unidades de la kq son M,

T? es el tiempo de vida de fluorescencia inicial de la ASH excitada a 295nm cuando no hay

NQNO, sus unidades son segundos.

[@Q] es la concentracion de la especie desactivadora, que en este caso es la NQNO, se mide en
mol/L.

Y en el caso del céalculo de la constante de desactivacion utilizando tiempos de vida de
fluorescencia, la ecuacion de Stern-Volmer tiene la forma:

0 0

T T .

L —1+ky [0 » L=1+ ko2 - [Q] Ecuacién 11
Tf Tf

En donde, para este trabajo:

T es el tiempo de vida de fluorescencia de la ASH excitando a 295nm en presencia de distintas
cantidades de NQNO.

51.22. NQNO:ASH

Se midieron los tiempos de vida de fluorescencia en el espectrofluorimetro de tiempo resuelto,
para las distintas mezclas de ASH y NQNO para las que se midio el espectro de emision
mostrado en el apartado 5.1.1.2. El registro de los tiempos de vida se llevd a cabo para una
longitud de onda de emision > 320 nm, tal y como se explica en la metodologia (apartado 4.2.2).

El tiempo de vida medido para la ASH fue: Tosy = 3,55 ns

Y su intensidad en el maximo de emision fue: Ins = 1273,34 u.a.

A continuacion se muestra en la Tabla 1 los tiempos de vida obtenidos para la emision de las
mezclas de ASH con cantidades crecientes de NQNO. En dicha tabla se proporcionan, también,
los valores de la intensidad en el maximo de emision de la fluorescencia de la ASH (segun el
Grifico 8).

Se tomaron los datos hasta una relacion 1:2 de ASH:NQNO para minimizar la contribucién del
exciplejo y se aplico la ecuacion de Stern-Volmer tanto en funciéon de tiempos de vida de
fluorescencia como de las intensidades medidas en el maximo de emision, obteniendo los
Graficos 16 y 17, que se ajustan a una linea recta para determinar el valor de la constante
cinética de la interaccion Trp*---NQNO.
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Tabla 1. Datos de emision (t,I) para las mezclas de ASH con concentraciones crecientes de NQNO

[NQNO] (M) T (s) To/T Imax To/Imax
0,25 eq=1,25-107 3,46-107 1 1165,21 1
0,50 eq =2,5-10" 3,44-107 1,006 1000,43 1,165

leq=5-107 3,12-107 1,109 758,423 1,536

2eq=1-10" 2,85-107 1,214 436,095 2,672

5eq=2,510" 1,81-107 1,911 89,386 13,035

10eq=5-10" 1,42:107 2,436 13,705 85,018

20eq=1-10" 0,64-10° 5,406 1,0274 1134,079

M k1934010 MY 131 kg, =258x10° M
k =5,45x10" M''s"" /; kq=7,26x10“ M's?
' //// 1,24
2,04 /// . ’//
g()s e e - é /////
E§1o< !//'/ 109w ®
0,000000 0,000025 O,DOEJ’\O‘;()NO]DJ;AO;)O?S 0,000100 0,000125 0,000000 0,000025 O,OO;}NOSC(;NO]O(.;(I);)O75 0,000125

Graficos 16-17. Representacion grafica de la relacion 1o/, en funcion de la concentracion de NQNO
(izquierda) y de la relacion 1o/t en funcion de la concentracion de NQNO (derecha) a través de un ajuste

lineal para la obtencion de la constante de Stern-Volmer en ASH

De la pendiente de la recta se obtiene la constante de Stern-Volmer, y a partir de la misma, la
constante del proceso de desactivacion del estado excitado singlete del Trp por la NQNO.

En la Tabla 2 se recogen los resultados obtenidos para la ASH.

Tabla 2. Resultados de las constantes de Stern-Volmer y de desactivacion obtenidos a través de las dos

formas de aplicacion de la ecuacion de Stern-Volmer para ASH

ASH Con 1,5« Con7t
ksy (M) 19,34-10° 2,58-10°
k, M5 5,45-10" 7,26-10"
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Valores de kq > 10° indican un proceso eficiente de desactivacion del estado excitado singlete
del Trp debido a su interaccion con la NQNO por formacion del exciplejo.

5.1.23. NQNO:ASB

Mediante de los tiempos de vida de fluorescencia medidos en el espectrofluorimetro de tiempo
resuelto, se han obtenido los siguientes resultados para la ASB.

El tiempo de vida de la ASB es: Tasg = 5,15 ns

Y su intensidad en el maximo de emision fue: Insx = 3375,79 u.a.

A continuacion se muestra en la Tabla 3 los tiempos de vida obtenidos para la emision de las
mezclas de ASB con cantidades crecientes de NQNO. En dicha tabla se proporcionan, también,
los valores de la intensidad en el maximo de emision de la fluorescencia de la ASB (segun el
Grafico 13).

De la misma manera que en el caso de la ASH, se tomaron los datos hasta una relacion 1:2 de
ASB:NQNO para minimizar la contribucion del exciplejo y se aplicd la ecuacion de Stern-
Volmer tanto en funcién de tiempos de vida de fluorescencia como de las intensidades medidas
en el maximo de emision, obteniendo los Graficos 18 y 19, que se ajustan a una linea recta para
determinar el valor de la constante cinética de la interaccion Trp*---NQNO.

Tabla 3. Datos de emision (t,I) para las mezclas de ASB con concentraciones crecientes de NQNO

INQNO] (M) T(s) T /T Imax To/Imax
0,25 eq=1,25-10" 5,05-107 1 2499,12 1
0,50 eq =2,5-10" 4,79-10” 1,054 2218,24 1,126
1eq=5107 4,42-10° 1,142 1434,58 1,742
2eq=1-10" 3,57-107 1,414 847,273 2,949
5eq=2,5-10" 1,23-10” 4,105 190,608 13,111
10 eq=5-10" 1,33-10” 3,797 17,007 146,947
20eq=1-10" 1,66-107 3,042 0,0895 27926,249
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Graficos 18-19. Representacion grafica de la relacion 1o/, en funcion de la concentracion de NQNO
(izquierda) y de la relacion 1o/t en funcion de la concentracion de NQNO (derecha) a través de un ajuste
lineal para la obtencion de la constante de Stern-Volmer en ASB

De la pendiente de la recta se obtiene la constante de Stern-Volmer, y a partir de la misma, la
constante del proceso de desactivacion del estado excitado singlete del Trp por la NQNO.

A continuacion, en la Tabla 4, se presentan los resultados obtenidos para la ASB.

Tabla 4. Resultados de las constantes de Stern-Volmer y de desactivacion obtenidos a través de las dos
formas de aplicacion de la ecuacion de Stern-Volmer para ASB

ASB Con 1,5, Conrt
ksy (M) 22,95-10° 4,74-10°
kM5! 4,45-10" 9,19-10"

Valores de k, > 10° indican un proceso eficiente de desactivacién del estado excitado singlete
del Trp debido a su interaccion con la NQNO por formacion del exciplejo.

Cuando se obtiene desactivacion tanto utilizando la ecuacion de Stern-Volmer con las

intensidades maximas de emision como con los tiempos de vida, se deduce que se produce una
interaccion dindmica. Si solo hubiese cambio en las intensidades pero los tiempos de vida no
variaran, seria una interaccion estatica.

La interaccion dinamica entre el triptéfano y el N-6xido (NQNO) da lugar a la desactivacion del
singlete del triptofano. Ademas, como se ha comprobado en los resultados tanto para la proteina

ASH como para la ASB, es un proceso muy eficiente, con una constante de desactivacion mayor
de 10°.
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5.2. ESTUDIO DE LA FOTORREACTIVIDAD DE LA NQNO

5.2.1. NONO en PBS

Con el fin de analizar la fotorreactividad de la NQNO, se realiz¢ el estudio de la fotoquimica de
la misma siguiendo su cinética mediante espectroscopia de absorcién y emisién en estado
estacionario y excitando a 365nm, irradiando en fotorreactor con 10 lamparas de deuterio
centradas a 355 nm (Graficos 20-21).

3000 ——5min

25004 —— 60 min

03
2000

0,24 1500

Abs (u.a.)
I (ua)

1000
0,14
500

0,0

T T T T ; T . T T T T T T 1
250 300 350 400 450 500 550 400 450 500 550 600 650 700
A (nm) A (nm)

Graficos 20-21. Espectros de absorcion (izquierda) y de emision de fluorescencia (derecha) de la
fotorreactividad de la NQNO con concentracién 2x10™ M irradiada a 355 nm en fotorreactor

Lo que se observa es que, a medida que avanza la cinética, la banda de absorcién a 365nm va
disminuyendo progresivamente y sufre un ligero desplazamiento hipsocromico. En la cinética
de absorcion se pueden observar al menos dos puntos isosbésticos, lo cual indica la
descomposicion de la NQNO en un unico fotoproducto en los tiempos de irradiacion utilizados.

Con el espectro de fluorescencia podemos observar la variacion mas notable, pues la intensidad
de emision excitando en el maximo de absorcion de la NQNO (a 365 nm) es practicamente
despreciable pero conforme avanza la irradiacién se observa un aumento considerable de la
intensidad de emision. Al alcanzar los 30 minutos de irradiacion se observa el valor maximo de
intensidad de emision y al continuar la irradiacion comienza a disminuir. Se decide detener la
irradiacion a los 30 minutos ya que se alcanza la maxima cantidad de fotoproducto principal y a
partir de este tiempo lo que se produce es una descomposicion de dicho fotoproducto, ya que
observamos la pérdida de su fluorescencia.
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5.2.2. NONO:Trp

Una vez establecido el tiempo 6ptimo de irradiacion en fotorreactor con 10 lamparas de deuterio
centradas en 355 nm para la NQNO en PBS, con una concentracion de 2x10° M, en un valor de
30 minutos, se decididé proceder al estudio de la fotoquimica de la NQNO en presencia de
triptofano en las mismas condiciones experimentales.

La cinética de absorcion en este caso también muestra una variacion de la banda con maximo
alrededor de 350 nm con un ligero desplazamiento hipsocromico como en el caso de la NQNO
en PBS (Graficos 22-23).
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Grificos 22-23. Espectros de absorcion (izquierda) y de emision de fluorescencia (derecha) de la
fotorreactividad de la mezcla NQNO:Trp 1:2 eq (([NQNO] = 2x107 M; [Trp] = 4x10™ M) irradiada a
355nm en fotorreactor

La cinética de fluorescencia reproduce los resultados de la NQNO en PBS. En este caso se
observa un maximo en la intensidad de emision a los 30 minutos, y a los 60 minutos disminuye
ligeramente, por lo que se concluye que a partir de los 30 minutos ya no aumenta la emision de
la mezcla. Con esto, se puede proponer que no se ve afectada la fotoquimica de la NQNO en
presencia de triptofano, ya que es practicamente igual que libre en disolucion de PBS.

Cuando se siguié la emision del Trp excitando a 295 nm para los distintos tiempos de
irradiacién se observo como su emision desaparece ya desde los 5 minutos de irradiacion,
indicando que no queda Trp como tal en el medio (resultados no mostrados).

Con todo ello, se puede concluir que un fotoproducto de la NQNO se forma indistintamente en
presencia o no de Trp cuyo rendimiento cuantico de fluorescencia es mayor que para la NQNO.
La formacion de dicho fotoproducto de la NQNO se ve incrementada en presencia de Trp junto
con la desaparicion del Trp.
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5.2.3. NONO:ASH

También se proboé el analisis de la fotorreactividad de la NQNO en medio proteico utilizando
albumina sérica humana, ASH.

De forma analoga, se realizo la irradiacion a 355nm de una disolucion de NQNO 2x10°M con
ASH 4x10”°M en PBS en el fotorreactor.

El objetivo era comparar los resultados obtenidos con los de la mezcla de NQNO con triptofano
para poder confirmar la influencia del residuo de triptéfano presente en la ASH y si el entorno
de la proteina afectaba de forma significativa a la interaccion entre ellos (Graficos 23-24).
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Grificos 23-24. Espectros de absorcion (izquierda) y de emision de fluorescencia (derecha) de la
fotorreactividad de la mezcla NQNO:ASH 1:2 eq ((NQNO] = 2x10™ M; [ASH] = 4x10”° M) irradiada a
355nm en fotorreactor

En la cinética de absorcion se observa una disminucion del maximo de absorcion con la
aparicion de un punto isosbéstico y un desplazamiento hipsocrémico mas abrupto que en el caso
de la NQNO con Trp. La cinética de fluorescencia cambia respecto a la NQNO en presencia de
Trp ya que se observa el méximo de la intensidad de fluorescencia a los 20 minutos y al seguir
con la irradiacion se observa una disminucion y un desplazamiento del maximo de emision lo
cual indica la aparicion de al menos otra especie que emite.

Se evidencid, también, que la cinética de desaparicion del Trp al irradiar a la NQNO en
presencia de ASH era mas lenta que para el caso de la mezcla NQNO:Trp (datos no mostrados).

Con estos resultados, se puede concluir que existe una interaccion NQNO:ASH que hace
disminuir la emisiéon del Trp de la ASH, no tan eficientemente que cuando el Trp esta en
disolucién, y aumentar la emision de una especie con un rendimiento cuantico de emision
superior al de la NQNO.
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5.2.4. NONO:ASB

Para comprobar la reproducibilidad de los resultados obtenidos con la NQNO en medio proteico
de ASH, se realizo el estudio de la fotorreactividad también en medio proteico de albumina
sérica bovina, ASB, que contiene dos residuos de triptofano (Graficos 25-26).
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Graficos 25-26. Espectros de absorcion (izquierda) y de emision de fluorescencia (derecha) de la
fotorreactividad de la mezcla NQNO:ASB 1:2 eq ((NQNO] = 2x10° M; [ASB] = 4x10”° M) irradiada a
355 nm en fotorreactor

En la cinética de absorcion se observa la disminucidon de la banda maxima de absorcion con la
presencia de un punto isosbéstico y el desplazamiento hipsocromico de forma muy similar al
caso de la ASH.

En la cinética de fluorescencia se observa que el maximo de la intensidad de emision se produce
a los 10 minutos de irradiacion y al continuar irradiando se produce una disminucién junto con
un desplazamiento de la banda hacia el azul para posteriormente, para mayores tiempos de
irradiacion, aumentar de nuevo la emision desplazandose atin mas el maximo.

Se observo que con menos tiempo (la mitad) de irradiacion se obtiene la maxima concentracion
de la primera especie que emite y que al seguir la irradiacion va desapareciendo para dar lugar a
otra especie con mayor y distinto maximo de emision.

Ademas, al seguir la cinética de desaparicion de la emision del Trp (a 340 nm) se observo que
era mas rapida que en el caso de la irradiacion de la NQNO en presencia de ASH sin llegar a la
gran eficiencia de desaparicion en el caso del Trp en disolucion (datos no mostrados).

Por tanto, se puede concluir que la fotorreactividad de la NQNO se ve afectada por el medio
proteico y por la cantidad de triptéfano, de manera que se ve acelerada al realizarse en medio de
ASB que contiene dos residuos de triptofano, frente a la ASH que solo contiene un residuo de
triptofano.

Asi, como conclusion, los tiempos de irradiacion de la NQNO necesarios para la formacion de
una primera especie fluorescente (con maximo a 470 nm) se ordenarian: ASB < ASH <
Triptéfano = PBS.
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53.ESTUDIO DE LA FORMACION DE UNION COVALENTE
FOTOINDUCIDA NQNO-PROTEINA

Al observarse la formacion de un exciplejo entre el triptofano y la NQNO tanto en disolucion
como en medio proteico de ASH y ASB, ademas de observar una aceleracion de la
fotorreactividad de la NQNO en presencia de ASH y ASB respecto al Trp en disolucion, se
decidio estudiar la posible union covalente fotoinducida farmaco-proteina.

Para ello, se realizo el estudio de la formacién de un aducto entre la NQNO y algun residuo de
la albumina sérica utilizando técnicas espectroscopicas de absorcion y emision realizando una
filtracion por exclusion de tamafios utilizando un filtro de Sephadex”.

5.3.1. NONO-ASH

Se registraron los espectros de absorcion y emision en distintas condiciones: antes y después de
irradiar y antes y después de filtrar con Sephadex®.

Como primer paso, antes de presentar y comentar los resultados obtenidos con la filtracion, se
midieron los espectros de absorcion de la proteina libre, de la mezcla irradiada y de la mezcla
sin irradiar.

Las mezclas utilizadas fueron disoluciones de NQNO 2x10”° My ASH 4x10° M en PBS, seglin
se estableci6 en la metodologia como condiciones 6ptimas de reaccion y deteccion (ver apartado
4.1.4). El tiempo de irradiacion también fue escogido como el Optimo para la formacion
maxima de fotoproducto, segin se analizé en el apartado 5.2.3.

Lo que se observa (Grafico 27) es que en la mezcla sin irradiar de NQNO y ASH, el maximo de
absorbancia correspondiente a la proteina coincide practicamente con el de la proteina cuando
se encuentra sola y que tiene la misma concentracion, no apareciendo el maximo caracteristico
de la NQNO en el caso de la proteina sola. Al irradiar la mezcla se confirma lo que se habia
observado en el estudio de fotorreactividad, el maximo de absorcion de la proteina sobre 290
nm aumenta, mientras que el correspondiente a la NQNO disminuye y se desplaza hacia
longitudes de onda menores.
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Grifico 27. Espectros de absorcion UV-Vis de la mezcla NQNO-ASH 1-2 eq (INQNO] = 2x10° M;
[ASH] = 4x10” M) antes y después de irradiar y de la proteina libre sin irradiar ((ASH] = 4x10° M)
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A continuacion se midieron los espectros de emision utilizando dos longitudes de onda de
excitacion: 365 nm (excitacion selectiva de la NQNO) y 295 nm (excitacion de la proteina y de
la NQNO).

En los Graficos 28 y 29 se puede observar como los resultados del estudio de fotorreactividad
se confirman. Mirando al comportamiento de la proteina (excitacion a 295 nm), en presencia de
NQNO vy sin irradiar, la intensidad de emision de la proteina (Trp) disminuye respecto a la de la
proteina sola, y como era de esperar segun la fotoquimica analizada, después de 20 minutos de
irradiacion, disminuye todavia mas.

En cambio, mirando el comportamiento de la NQNO (excitacion a 365 nm), la proteina sola y la
mezcla de NQNO y proteina apenas tienen emision a longitudes de onda mayores de 400 nm,
pero se observa un aumento muy importante de la intensidad de emision con maximo a 470 nm
cuando la mezcla ha sido irradiada.
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Graficos 28-29. Espectros de emision de fluorescencia de la mezcla NQNO-ASH 1-2 eq ((NQNO] =
2x10° M; [ASH] = 4x10° M) antes y después de irradiar y de la proteina libre, sin irradiar ((ASH] =
4x10”° M), excitando con el fluorimetro a 295nm (izquierda) y a 365 nm (derecha)

Como ultimo paso se presentan los resultados de absorcion y emision para las mismas muestras
analizadas tras la filtracion por Sephadex”.

En el espectro de absorcién se observa que la banda caracteristica de la NQNO después de
filtrar con Sephadex® y antes de irradiar, no se observa para la mezcla. Esto significa que no se
ha formado un aducto entre la proteina y el farmaco en el estado fundamental, ya que como la
NQNO tiene una masa molecular menor de 5000 Da, ha sido retenida en la filtracion. En
cambio, existe una diferencia observable en el espectro de absorcion al filtrar por Sephadex” de
la disolucion de NQNO-ASH irradiada y de la mezcla sin irradiar (Grafico 30). Esto puede
indicar la presencia de una especie que absorbe en esa region y la cual no es Unicamente la
proteina, por lo que todo parece dirigir a la formaciéon de un aducto entre la NQNO (o un
fotoproducto de esta) y ASH que se ha formado al irradiar la mezcla.
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Grifico 30. Espectros de absorcion UV-Vis tras la filtracion con Sephadex” de la mezcla NQNO-ASH 1-
2 eq (INQNO] =2x10° M; [ASH] = 4x10” M) antes y después de irradiar y de la proteina libre sin
irradiar ([ASH] = 4x10° M)

En cuanto a los espectros de emision (Graficos 31-32) se observa una disminucion importante
en la intensidad de emision debida al Trp libre cuando la muestra ha sido irradiada respecto a la
no irradiada, bajo excitaciéon a 295 nm. Y cuando se excita Unicamente a la NQNO o
fotoproductos relacionados a 365 nm, lo que se observa es un aumento considerable en la banda
de emision a 470 nm al irradiar y filtrar respecto a cuando la proteina esta libre o a la disolucion
filtrada sin irradiar, lo cual indica que existe un compuesto nuevo que esta dando esa diferencia
de emision.
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Grificos 31-32. Espectros de emision de fluorescencia tras la filtracion con Sephadex® de la mezcla
NQNO-ASH 1-2 eq ((INQNO] = 2x10° M; [ASH] = 4x10” M) antes y después de irradiar y de la proteina
libre ([ASH] = 4x107° M), excitando con el fluorimetro a 295nm (izquierda) y a 365 nm (derecha)

Estos resultados estan de acuerdo con la formacion de un aducto entre la proteina (posiblemente
desde su Trp) y la NQNO o un derivado de ella.
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5.3.2. NONO-ASB

Se procedié de la misma forma con la ASB, registrando los espectros de absorcion y emision
antes y después de irradiar y de filtrar con Sephadex®. Se utilizé una disolucion de NQNO 2x10°
My ASB 4x10” M en PBS.

Primero se registraron los espectros de absorcion de la proteina libre, y de la mezcla con NQNO
antes y después de irradiar (Grafico 33).
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Grifico 33. Espectros de absorcion UV-Vis de la mezcla NQNO-ASB 1-2 eq ((NQNO] = 2x107 M;
[ASB] =4x10" M) antes y después de irradiar y de la proteina libre sin irradiar ((ASB] = 4x10™ M)

En el caso de la mezcla de NQNO con la albumina sérica bovina se reproduce el mismo
comportamiento que en el caso de la ASH. Una vez irradiada la mezcla durante 10 minutos se
observa el resultado esperado, es decir, el maximo de la proteina sobre 290 nm aumenta
respecto a la proteina libre, mientras que el de la NQNO disminuye.

A continuacion, con los resultados de emision (Graficos 34-35) se observa un comportamiento
similar al obtenido con la ASH y que en los estudios de fotorreactividad de la ASB. En el
Grafico 34, excitando a 295 nm, el maximo de emision de la proteina disminuye en la mezcla
respecto a la proteina libre por la presencia de la NQNO, lo que lleva a esperar un aumento
significativo del maximo de emision de la NQNO tras la irradiacion. Esto se confirma en el
Grafico 35, con excitacion a 365 nm, donde se observa el comportamiento de la NQNO cuya
emision, en efecto, sufre un aumento de intensidad notable.
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Graficos 34-35. Espectros de emision de fluorescencia de la mezcla NQNO-ASB 1-2 eq ([NQNO] =
2x10° M; [ASB] = 4x10° M) antes y después de irradiar y de la proteina libre sin irradiar ((ASB] = 4x10"
> M), excitando con el fluorimetro a 295nm (izquierda) y a 365 nm (derecha)

Por ltimo, se llevaron a cabo los experimentos de filtracion en Sephadex”.

Lo que se observa en el Grafico 36 es el aumento del maximo de absorcion al irradiar y su
desplazamiento. Ademas, se observa diferencia de intensidad de absorcion entre la muestra
irradiada y filtrada y la filtrada sin irradiar, indicando la presencia de algiin compuesto que no
estaba presente antes de irradiar y que pasa por el filtro de Sephadex”. Esto quiere decir, que
puede existir la formacion de un aducto entre un fotoproducto de la NQNO y la ASB.

Filtracion con Sephadex

—— 0 min ASB

3.5 —— 0 min NQNO-ASB 1-2eq
—— 10 min NQNO-ASB 1-2eq

3.04

254

2.0

Abs (u.a.)

T T T T T T )
250 300 350 400 450 500 550
A (nm)

Grafico 36. Espectros de absorcion UV-Vis tras la filtracion con Sephadex® de la mezcla NQNO-ASB 1-
2 eq (INQNO] =2x10° M; [ASB] = 4x10° M) antes y después de irradiar y de la proteina libre sin
irradiar ([ASB] = 4x10”° M)

Ademas, se registraron los espectros de emision de fluorescencia de las mezclas de NQNO y
ASB tras filtrar por Sephadex”, obteniéndose los Graficos 37-38.

En el espectro de fluorescencia, cuando se excita a 365 nm, de nuevo se observa el aumento de
la intensidad de emision al irradiar tras la filtracion con Sephadex”. También se puede ver una
diferencia en la intensidad de emision entre la disolucion irradiada y filtrada y la disolucién
filtrada sin irradiar. Esto indica la presencia de un compuesto que se ha unido a la proteina tras
irradiar y que pasa junto a esta al ser filtrada ya que no se retiene como una molécula pequeia.
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Grificos 37-38. Espectros de emision de fluorescencia tras la filtracion con Sephadex® de las mezclas
NQNO-ASB 1-2 eq (INQNO] = 2x107° M; [ASB] = 4x10° M) antes y después de irradiar y de la proteina
libre sin irradiar ((ASB] = 4x10° M), excitando con el fluorimetro a 295nm (izquierda) y a 365 nm
(derecha)

Asi pues, se observa tanto en ASH como en ASB una unién inducida por luz (fotounién) de la
NQNO con la proteina, posiblemente a través de su residuo de Trp.
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6. PLAN FUTURO

Durante la realizacion del proyecto se han ido obteniendo una serie de resultados lo
suficientemente concluyentes como para confirmar la interacciéon de la NQNO tanto con Trp
libre como en el entorno de las proteinas ASH y ASB.

Por este motivo, se plantea la posibilidad de poder ampliar el estudio de estas interacciones
aislando el fotoproducto formado mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).
Por la duracion limitada de horas de laboratorio en la realizacion de la parte experimental, se
trabajo con el equipo de HPLC y se empezo la separacion cromatografica del fotoproducto
obtenido en la irradiacion de la NQNO, pero no fue posible concluir dicho experimento por falta
de tiempo. El tiempo invertido en esta técnica se dedico a buscar las condiciones Optimas de
separacion y elucion de los productos de la reaccion.

Asimismo, de cara a futuros experimentos para completar los estudios en cuestion, una vez
aislado el fotoproducto por HPLC, se caracterizara por espectroscopia de resonancia magnética
nuclear (RMN) de protén y carbono.

Y ademéds, se realizardn estudios protedmicos para caracterizar las posibles modificaciones
generadas en las proteinas después de ser irradiadas en presencia de NQNO. Con estos
experimentos sera posible caracterizar el lugar de union NQNO-proteina asi como la estructura
del farmaco o fotoproducto unido a la proteina.
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7. CONCLUSIONES

El presente trabajo de fin de grado tenia como objetivo general realizar un estudio de la
interaccion fotoinducida entre un farmaco, la 4-nitroquinolina N-6xido (NQNO) y diferentes
tipos de proteinas, albimina sérica humana (ASH) y bovina (ASB) y un aminoacido, el L-
Triptofano (Trp).

Una vez realizados todos los experimentos y estudios detallados en esta memoria, se han
analizado y explicado los resultados obtenidos, de los cuales se extraen las siguientes

conclusiones:

Mediante los estudios de interaccion de la NQNO con Trp, ASH y ASB, se ha
observado la formacion de un exciplejo entre la NQNO y el Trp (Trp*---NQNO), tanto
en disolucion como formando parte de las proteinas ASH y ASB. Evidencias de este
complejo se encuentran en los espectros de emision de fluorescencia, en los que se
observa la aparicion de una nueva banda a 420 nm a medida que se aumenta la
concentracion de NQNO que no se corresponde con la banda caracteristica de emision
de la NQNO ni con la del Trp. La formaciéon de dicho complejo se confirma con los
espectros de excitacion obtenidos.

A partir de los estudios de medicion de los tiempos de vida de fluorescencia de cada una
de las mezclas NQNO:ASH/ASB, se han obtenido las constantes de desactivacion del
proceso. Estas constantes en ambos casos han sido mayores de 10° (kg ~ 10" Mg,
por lo que se confirma un proceso de desactivacion del singlete del triptéfano, en ambas
proteinas, muy eficiente. Ademas, como estos resultados se obtienen tanto utilizando la
ecuacion de Stern-Volmer con intensidades como con tiempos de vida, se concluye que
el proceso de desactivacion es dinamico.

Por otro lado, en los estudios de fotorreactividad se observa la formacién de un
fotoproducto de la NQNO en disolucion de PBS. Este resultado se contrasta con lo
obtenido al irradiar la NQNO en presencia de Trp, ASH y ASB y se comprueba que en
los tres casos la intensidad de emision del fotoproducto formado aumenta durante un
tiempo determinado para después disminuir y dar lugar a un segundo fotoproducto.
Ademas, se observa que el medio proteico quiral de cada una de las proteinas con
residuos de triptofano influye en la fotorreactividad de la NQNO, acelerando la
formacion del fotoproducto formado que parece ser el mismo en todos los casos. La
fotorreaccion mas rapida se da para la ASB (10 minutos de irradiacion), seguida de la
ASH (20 minutos) y siendo algo mas lento para la NQNO en presencia de Trp en
disolucién (30 minutos). Por lo tanto, se puede concluir que, el confinamiento de la
NQNO dentro de la proteina favorece la interaccion NQNO: Trp.

La unién covalente fotoinducida entre la NQNO (o un fotoproducto) y la ASH y/o la
ASB se confirma con la filtracién en gel Sephadex®. En este tipo de filtracion, si no
existiese la formacion de un aducto, los resultados obtenidos tras la misma serian los
espectros de absorcion y emision propios de cada una de las proteinas, ya que la NQNO
quedaria retenida. En cambio, para ambas proteinas irradiadas en presencia de la
NQNO, se observa la aparicion de un aducto (NQNO-proteina) que presenta un
espectro de absorcion y de emision caracteristico y distinto a los de las proteinas y la
NQNO por separado.
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e Finalmente, se observa que la emision del Trp en mezclas NQNO-proteina excitadas a
295 nm disminuye por formacion de un exciplejo y, cuando las mezclas se irradian a
355 nm, la disminucién de la emision del Trp aumenta porque el Trp desaparece, aun
mas, al formar un aducto con la NQNO o su derivado.

En términos generales, se puede confirmar la formacion de un fotoproducto resultante de la
interaccion entre la 4-nitroquinolina N-6xido tanto con el L-Triptofano, como con las albiminas
séricas, humana y bovina (ASH y ASB). Esta interaccion se evidencia por la deteccion del
exciplejo (Trp*---NQNO).
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1. PRESUPUESTO

El presupuesto es el segundo documento del presente TFG y en él se refleja el coste total del
proyecto.

Se ha dividido en seis capitulos para diferenciar las diferentes unidades de obra que lo
componen. Asi, se calcula el precio unitario de cada unidad de obra y, posteriormente, en el
capitulo 6 se procede al calculo del presupuesto en base de licitacion, en el que se determinara el
coste total del trabajo realizado.

Los datos de los precios de cada uno de los componentes de las distintas unidades de obra se
han obtenido de los catalogos correspondientes de cada fabricante.

1.1. MANO DE OBRA

El primer capitulo del presupuesto se destina al calculo del coste de la mano de obra, es decir,
en funcion de los operarios requeridos para la realizacion del proyecto, y en funcion de sus
honorarios, se presenta la siguiente tabla:

Tabla 1. Mano de obra

Designacién Tiempo | Precio unitario | Precio total
(h) (€/h) ©
Ingeniero quimico 300 30 9000
Técnico de laboratorio 100 20 2000
Total 11000 €

Las horas de trabajo del Ingeniero Quimico se fijan en funcioén del nimero de créditos asignado
al Trabajo Fin de Grado para el cuarto curso del Grado en Ingenieria Quimica.
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1.2. REACTIVOS Y DISOLVENTES

Durante la realizacion del proyecto se han utilizado distintos reactivos y disolventes en funcion
de los experimentos realizados para el estudio en cuestion.

Tabla 2. Reactivos y disolventes

Reactivo/Disolvente Precio U;légsd Cantidad | Unidad | Coste (€)
4-nitroquinolina-N-6xido 98%, Sigma Aldrich 63,5 €/g 4 mg 0,25
Acetonitrilo (HPLC), Sigma Aldrich 93,6 €/L 0,5 L 46,80

10,9 €/L 3 L 32,70
Albtimina sérica bovina, Sigma Aldrich 58,2 €/g 10 mg 0,58
Albtimina sérica humana, Sigma Aldrich 96,1 €/g 10 mg 0,96
Cloruro de guanidinio, Sigma Aldrich 0,35 €/g 20,7 g 7,25
L-Triptofano metiléster hidroclorado 98%, Sigma Aldrich | 10,68 €/g 10 mg 0,11
Tampon salino de fosfato (PBS), Sigma Aldrich 1,4 €/tableta 15 tabletas 21,00
109,65 €
1.3. MATERIAL FUNGIBLE
A continuacion se presenta la tabla de precios para el material fungible, entendiéndose como tal
todo aquel material que sea de un solo uso empleado en la realizacion del trabajo.
Tabla 3. Material fungible
Material fungible unil;?:)o( € Etllllll(zlzgzz Coste (€)
Bobina de papel industrial 45kg 14,67 1 14,67
Filtros Sephadex® G-25 medium 9,85 8 78,80
Guantes desechables de nitrilo sin polvo talla S 1x100 8 100 8,00
Lamina de cierre Parafilm M 28 0,2 5,60
Punta de pipeta 0,5-20 uL. 1x1000 10,5 25 0,26
Punta de pipeta 20-200 pL 1x1000 10,5 25 0,26
Punta de pipeta 100-1000 puL. 1x500 8,2 15 0,25
Punta de pipeta 500-5000 puL 1x100 15 30 4,50
Pipeta Pasteur de vidrio 1x250 9,6 150 5,76
Tapon de polipropileno/Vial 6 mL 1x100 15,5 100 15,50
Tapon de polipropileno/Vial 13,5 mL 1x100 29,5 60 17,70
Tapon de polipropileno/Vial 22,5 mL 1x100 49,5 12 5,94
Vial transparente 6 mL 1x100 54,5 100 54,50
Vial transparente 13,5 mL 1x100 63,5 60 38,10
Vial transparente 22,5 mL 1x100 72,75 12 8,73
Total 258,57 €
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1.4. MATERIAL NO FUNGIBLE

En el capitulo 4 del documento presupuesto se presenta el material no fungible, es decir, toda la
instrumentacion necesaria durante el trabajo en el laboratorio.

Tabla 4. Material no fungible

Precio | Precio A PRITT, Y :
Material no fungible Cantidad | unitario total Vld? LIl AT Z 0T | BB | (CORC
(aiios) (€/h) (h) ©
© ©
Bata de laboratorio 1 20,5 20,5 5 0,00047 300 0,14
Columna HPLC 1 675 675 2 0,03853 4 0,15
Cristalizador PYREX 1 4,25 4,25 3 0,00016 100 0,02
Cubeta de cuarzo tipo 3 roscado, 2 350 2300 5 0.06393 50 3.20
paso de luz 10 mm
Espatgla cuchara plana 210 mm, 1 4 4 10 0,00005 1 0,00
acero inox.
Gafas de seguridad 1 8,95 8,95 5 0,00020 100 0,02
Mlcroespatpla cuchara plana 150 1 1,55 1,55 10 0.00002 | 0,00
mm, acero inox.
Micropipeta de volumen variable 1 75.1 75.1 5 0,00171 0.5 0,00
2-20ul
Micropipeta de volumen variable
10-100uL 1 75,1 75,1 5 0,00171 1 0,00
Micropipeta de volumen variable
20-200uL 1 75,1 75,1 5 0,00171 1,5 0,00
Micropipeta de volumen variable
100-1000uL 1 75,1 75,1 5 0,00171 1,5 0,00
Micropipeta de volumen variable
500-5000uL 1 75,1 75,1 5 0,00171 2 0,00
Pinzas para rétulas R-51 1 38 38 3 0,00145 8 0,01
Pinza de laboratorio recta 1 3 3 10 0,00003 1 0,00
Portacubetas de PE 1 2,25 2,25 5 0,00005 100 0,01
Probeta graduada clase A base 1 9,95 9.95 ) 0.00057 1 0,00
hexagonal 250 mL
Precolumna ODS 1 234,45 | 234,45 2 0,01338 4 0,05
Temporizador 1 9,35 9,35 2 0,00053 15 0,01
Tetina de goma para pipeta 5 015 | 075 1 0,00009 100 0,01
Pasteur
Vaso de precipitados forma baja ) 1.5 3 ) 0.00017 10 0,00
100 mL
Vaso de precipitados forma baja ) 25 5 ) 0.00029 10 0,00
250 mL
Total 3,63 €
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1.5. EQUIPOS

En el apartado destinado a Equipos se hace referencia a los equipos utilizados en el laboratorio,
teniendo en cuenta la amortizacion de los equipos y las horas destinadas a su uso.

Tabla 5. Equipos

Equino Coste Vida 1til | Amortizaciéon | Tiempo Coste
i © (afios) (€/h) (h) ©)

Balanza digital 500 15 0,0038 3 0,011
Bafio de ultrasonidos 2500 15 0,0190 1 0,019
Espectrofotometro JASCO 10000 15 00761 3 0.609
V-650
Espectrofluorimetro JASCO
FP-8500 28000 15 0,2131 10 2,131
Espectrofluorimetro
EasyLife X 20000 15 0,1522 10 1,522
Fotoreactor LuzChem 5000 15 0,0381 15 0,571
HPLC semipreparativo
JASCO PU-2080 350000 15 2,6636 4 10,654
Slstema' dg purificacion 1000 5 0,0228 1 0,023
agua Milli-Q
Total 15,54 €

1.6. PRESUPUESTO EN BASE DE LICITACION

Por ultimo, el presupuesto en base de licitacion es el que refleja el coste total del proyecto tras
sumar el presupuesto de ejecucion material (PEM) y el presupuesto de ejecucion por contrata
(PEC). El PEM contiene los impuestos asociados a Gastos Generales (13%) y Beneficio
Industrial (6%), y el PEC incluye, ademas, el IVA (21%)).

Tabla 6. Presupuesto de ejecucion material (PEM)

Presupuesto de Ejecucion .

hlq)aterial (P}«ilM) O ()

1. Mano de obra 11000,00

2. Reactivos y disolventes 109,65

3. Material fungible 258,57

4. Material no fungible 3,63

5. Equipos 15,54

Total 11387,39 €

El presupuesto de ejecucion material asciende a la cantidad de ONCE MIL TRESCIENTOS
OCHENTA Y SIETE EUROS CON TREINTA Y NUEVE CENTIMOS.
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Tabla 7. Presupuesto en base de licitacion

Presupuesto base de licitacion Precio (€)
Presupuesto de Ejecucion Material
(PEM) 11387,39
Gastos generales (13%) 1480,36
Beneficio industrial (6%) 683,24
Presupuesto de Ejecucion por Contrata
(PEC) 13551,00
LLV.A. (21%) 2845,71
Total 16396,71 €

Con todo esto, el presupuesto en base de licitacion del proyecto asciende a la cantidad de
DIECISEIS MIL TRESCIENTOS NOVENTA Y SEIS EUROS CON SESENTA Y SIETE
CENTIMOS.
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