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Titulo del TFG: Fotorreparacion de lesiones del ADN por sistemas modelo

Resumen del TFG: La peroxidacion lipidica es un proceso biologico que ocurre ininterrumpidamente
en nuestro cuerpo como resultado de la oxidacion de la membrana celular por especies reactivas de
oxigeno (EROs). La degradacion de los acidos grasos poliinsaturados conduce a aldehidos reactivos,
como el malondialdehido o el 4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE). E1 4-HNE puede interactuar con las bases
del ADN formando dafios enddgenos conocidos como aductos de tipo eteno (e-aductos). Estas lesiones
estan presentes en muchos tejidos humanos inflamados, lo que los convierte en biomarcadores para
detectar algunos tipos de canceres. Ademas, estos dafos ubicuos exhiben propiedades altamente
mutagénicas e inducen transiciones o transversiones de bases en células de mamiferos. En consecuencia,
la comprension de su reparacion es de gran interés. Las lesiones de tipo eteno pueden ser reparadas
enzimaticamente por el AIkB mediante un mecanismo oxidativo que regenera la nucleobase nativa.
Curiosamente, se ha demostrado que el eteno aducto 1-N2-eteno-2'-desoxiguanosina (edG) puede
reaccionar in vitro con oxigeno singlete ('0,) dando lugar a la 2'-desoxiguanosina (dG). Con estos
antecedentes, este trabajo aborda la fotoquimica de los aductos de tipo eteno para comprender mejor sus
propiedades fotobiologicas y disefiar sistemas modelo para su reparacion. Se utiliza el rosa de Bengala,
un fotosensibilizador capaz de fotogenerar oxigeno singlete, y se conjuga a nanoparticulas para
aprovechar sus propiedades fotofisicas y fotobiologicas.

Palabras Claves: Dafio al ADN; fotoenzima; fotosensibilizacion; mutagénesis; oxigeno singlete

Abstract: Lipid peroxidation is a biological process that occurs uninterruptedly in our body because of
cell membrane oxidation by reactive oxygen species (ROS). Polyunsaturated fatty acid degradation
leads to reactive aldehydes, such as malondialdehyde or 4-hydroxy-2-nonenal (4-HNE). The 4-HNE can
interact with DNA bases forming the endogenous damages known as etheno adducts (g-adducts). These
lesions are present in many inflamed human tissues, making them convenient biomarkers for some types
of cancers. Moreover, these ubiquitous damages exhibit highly mutagenic properties and induce base
transitions or transversions in mammal cells. Consequently, the understanding of their repair is of a great
interest. The etheno lesions can be repaired enzymatically by the AlkB by means of an oxidative
mechanism leading back to the native nucleobase. Interestingly, it has been shown that the etheno adduct
1-N2-etheno-2’-deoxyguanosine (¢dG) can react in vitro with singlet oxygen ('O,) giving rise to 2’-
deoxyguanosine (dG). With this background, this work addresses the photochemistry of etheno adducts
to better understand their photobiological properties and to design model systems for their repair. Rose
Bengal, a photosensitizer, which can photogenerate singlet oxygen, is used. Its conjugation to
nanoparticles is performed with the aim to enhance its photophysical and photobiological properties.
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1. INTRODUCCION

1.1. Nanoparticulas
1.1.1. Definicidn y naturaleza

La nanotecnologia engloba técnicas ingenieriles realizadas en el margen de una escala nanométrica en
al menos una de sus dimensiones, que equivaldria a 100 nanémetros o menos (Williams, 2008). Las
propiedades que presenta estan ligadas a esta pequefia dimension, tanto los niveles cuanticos
(Williams, 2008), como fisicos, quimicos y bioldgicos (Abbasi et al., 2016).

Dentro de los materiales encuadrados en esta tecnologia, encontramos las nanoparticulas (NPs). Estas
pueden tener formas, naturalezas y usos muy diversos sin embargo en este trabajo se utilizaran dos
tipos de nanoparticulas esféricas; metalicas, y opticamente activas, y de oxido de silicio (Si0O,). Los
elementos quimicos mas estables en la sintesis de NPs metalicas son el oro (Au), la plata (Ag) y el
cobre (Cu), destacando en las dos primeras su capacidad de absorcion espectral en funcion de su
tamarfio, su resistencia a la oxidacion y su capacidad de resonancia plasmonica con la luz (Pissuwan et
al., 20006).

Mientras que las NPs metalicas son ampliamente reconocidas por sus propiedades espectroscopicas,
las SiO, NPs se caracterizan por sus amplios volumenes y superficies especificas a los que se pueden
llegar, el control del tamafio resultante de la nanoparticula durante su sintesis y una buena
biocompatibilidad (Wang et al., 2015). Ademas, las nanoparticulas pueden disponer de recubrimientos
superficiales de otros materiales y/o moléculas soportadas en ellas que les aporten en su conjunto
propiedades deseadas (Figura 1) (Planas et al., 2016).

. NP ~  Enlace covalente Recubrimiento con SiO, (NP@SiO,)

. PS _,\_[\j Polimero Recubrimiento con PS (NP@PS)
Figura 1. Representacion grdfica de los diferentes materiales y moléculas que recubren, se adhieren o se enlazan a las
nanoparticulas (NP). La naturaleza de estas especies proporciona propiedades a las nanoparticulas a las que se asocian,
pudiendo ser fotosensibilizadores (PS, de sus siglas en inglés), moléculas adheridas covalentemente, polimeros,
recubrimientos de SiQO,, etc. (Zhou et al., 2016)

1.1.2. Aplicaciones de las Nanoparticulas en la Medicina

Las aplicaciones de estos nanomateriales son muy diversas, pueden embarcar desde la fisica hasta la
medicina. Ejemplos de esta ultimas es su uso en la inactivacion fotodinamica de microorganismos
(IFD) y en las terapias fotodinamicas (TFD), unas terapias centradas en provocar la muerte y/o
inactivacion de células mediante la irradiacion luminica de nanoparticulas. Algunos de estos
mecanismos estan basados en la produccion de especies reactivas del oxigeno (EROs) mediante la
irradiacion de las nanoparticulas. Destaca el papel del oxigeno singlete ('O2), una ERO que, una vez
producida por la irradiacion de las nanoparticulas, tendria la capacidad de reaccionar con las
biomoléculas del medio celular en el que se generara.

En el caso de las nanoparticulas metalicas, en especial en las de plata (AgNPs), sus propiedades opticas
y eléctricas les permiten ser empleadas en multiples aplicaciones médicas como biosensores, en
cosméticos, farmacéutica (p.e., inhibicion de la replicacion del VIH-1), en la deteccion virica, en el



escaneado de células cancerosas, en la sintesis de hidrogeles para su aplicacion en ingenieria tisular,
en secuenciacion del ADN, en odontologia, y un largo etcétera (Abbasi et al., 2016). No obstante,
destaca el uso de las AgNPs en la IFD como agente toxico para una gama amplia de microorganismos,
habiendo sido aplicado con eficacia para la inactivacion de bacterias tanto Gram + como Gram -(Macia
et al., 2019). Respecto al uso de las nanoparticulas en TFDs, destaca sobre todo su uso para la
erradicacion de tumores mediante la produccién de EROs o incluso mediante la optoporacion de las
membranas de estas células. (Bucharskaya et al., 2016)

Respecto a las nanoparticulas de silice (SiO> NPs) se han sintetizado durante mas de 60 afios con
aplicaciones muy distintas. Aun asi siempre ha destacado su uso en medicina para la distribucion
dirigida de farmacos, en el escancado médico de imagenes y su uso como material bioactivo en la
ingenieria tisular (Wang et al., 2015). La aplicacion in vivo ha dado lugar a resultados positivos tanto
en la baja citotoxicidad, su biodegradabilidad, distribucion fisiologica y excrecion (Wang et al., 2015).

1.1.2.1.Uso de nanoparticulas en terapias fotodindmicas (TFD)

Para hablar de este tipo de terapias, antes cabe mencionar el papel de las especies reactivas de oxigeno
(EROs) en la fisiologia celular. La presencia de estas especies en las células puede implicar dos
papeles, dependiendo de la concentracion a la que se encuentran. Cuando su concentracion es pequetia
y controlada, toman parte en la homeostasis y proliferacion de las células, constituyendo mensajeros en
la sefializacion y jugando un papel importante en la inmunidad mediada por células (Zhou et al., 2016).
No obstante, unas concentraciones elevadas de EROs pueden derivar en un dafio oxidativo del medio
celular y las consecuentes necrosis, apoptosis o carcinogénesis.

A parte de lo mencionado, las células cancerosas pueden ser destruidas gracias a la accion oxidativa
por la administracion o generacion de altas concentraciones de EROs (Zhou et al., 2016). Estas
concentraciones de EROs han de ser muy altas debido a la alta capacidad reductora de este tipo de
células. Teniendo esto en cuenta, una estrategia contra las células cancerosas es la produccion exogena
de EROs vy es aqui donde entran las terapias fotodinamicas (TFD).

La TFD consiste en la generacion de EROs mediante el empleo de fotosensibilizadores (PS). Estos
fotosensibilizadores consisten en sustancias o materiales capacesde captar la luz y desencadenar una
reaccion fotoquimica (Zhou et al., 2016). En la TFD los fotosensibilizadores se suelen soportar sobre
nanoparticulas. De esta forma, encontramos ejemplos de superficies de nanoparticulas de silicato, de
Ti0,, poliméricas como poliacrilamida (Hou et al., 2020), metales plasmonicos como el oro y la plata,
moléculas organicas como el rosa de Bengala (RB) conjugadas a la superficie de las nanoparticulas
(Planas et al., 2016), todas ellas pudiendo ser empleadas para la erradicacion del cancer.

Ademas de abordar la erradicacion de tumores mediante el aporte de las EROs en las células
cancerosas, el fundamento de las TFDs puede ser empleado para fines clinicos muy diversos, ya sea la
descomposicion de acidos grasos, el tratamiento de la artritis reumatoide, la erradicacion bacteriana y
la regulacion inmunolédgica (Hou et al., 2020). En el caso del presente trabajo, como ya se explicara
mas adelante, la produccion de EROs por parte de las nanoparticulas sera utilizado para promover la
reparacion de dafios al ADN, basandonos en la capacidad reactiva que tienen los EROs frente a
biomoléculas (Baptista et al., 2017) y en la aplicacion de PSs en el tratamiento de canceres de piel
(Abrahamse & Hamblin, 2016).
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Figura 2. [lustracion de una terapia fotodinamica (TFD) aplicada en tumores (Sorrin et al., 2020)

1.2. Fotoquimica y nanoparticulas
1.2.1. Fotoquimica molecular

La fotoquimica molecular es un ambito de la quimica que se centra en el estudio de reacciones quimicas
en las que participan moléculas excitadas por la absorcion de radiacion en el espectro UV-Vis ¢
infrarrojo (Turro et al., 2009). Los orbitales moleculares son el resultado de la union linear entre
orbitales atdmicos, existiendo los orbitales enlazantes (¢ y n), los antienlazantes (¢* y ©*) y los no
enlazantes (n). En estado fundamental, los electrones de los orbitales moleculares estan empareajados
(siguiendo el principio de exclusion de Pauli) y con espines antiparalelos. Cuando un electron de un
orbital molecular ocupado absorbe un fotén a una determinada frecuencia, este promociona a un
orbital molecular no ocupado de mayor energia al anterior. Cabe destacar que cada orbital
molecular, como niveles moleculares de energia, disponen ademas de subniveles energéticos
vibracionales y rotacionales. Existen dos tipos de estado excitado: el estado excitado singlete (S») se
da cuando el electrén que ha promocionado a otro orbital molecular mantiene aun su multiplicidad y
su espin es antiparalelo al espin del electron con el que estaba emparejado en el estado fundamental.
El estado excitado triplete (T,) se da cuando el electron cambia su multiplicidad y el espin del electron
promocionado pasa a ser paralelo respecto al del que estaba emparejado.

Asi, un electron promociona a otro orbital mas energético, la molécula se encontrar en un estado
excitado singlete inestable (S;), por lo que se dan transiciones a niveles energéticos menores. Estos
fenomenos de relajacion pueden ser explicados mediante el diagrama de Jablonski (Figura 3).
Primero el electron suele relajarse vibracionalmente, pasando al nivel vibracional de menor energia
dentro del estado excitado singlete o triplete en el que se halla (V). En este punto, las transiciones que
se pueden dar son (Mai & Gonzalez, 2020):

e Conversion interna (IC, de sus siglas en inglés internal conversion): es un proceso no radiativo
que consiste, o bien, en la transicion de un electron desde un estado vibracional de un estado
excitado al estado vibracional isoenergético de otro estado excitado de misma multiplicidad mas
bajo en energia (p.e. del V, del S, al V5 de S; 0 Vo del S; al estado fundamental Sy).

¢ Cruce entre sistemas (ISC, de sus siglas en inglés intersystem crossing): consiste en la
transicion desde un estado excitado singlete a un estado excitado triplete, o viceversa. Este
fenomeno tampoco es radiativo e implica la modificacion de la multiplicidad del espin del
electron.



o Desactivaciones radiativas: estos procesos tienen lugar desde el subnivel V( del estado excitado
singlete (S1) o triplete (T:) mas bajo (ley de Kasha), siendo por fosforescencia (P, de su sigla
en inglés phosphorescence) para la desactivacion desde T, a S, y por fluorescencia (F) si en
el casode S, a S,.
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Figura 3. Diagrama de Jablonski en el que se muestran los diferentes tipos de transiciones electronicas que se pueden dar
entre orbitales moleculares (Sn o Tn): hv (energia proporcionada para la promocion electronica a orbitales de mayor

energia); IC (conversion interna); ISC (cruce entre sistemas) y desactivaciones radiativas como la fluorescencia (F) o la
fosforescencia (P) (lkehata & Ono, 2011)

1.2.2. Mecanismos de fotosensibilizacion

La fotosensibilizacion es un proceso en el que se dan cambios quimicos en una entidad molecular
debido a la absorcion de una radiacion por parte de otra entidad molecular, denominada
fotosensibilizador (PS) (McNaught & Wilkinson, 2014). Respecto a la reactividad de los PSs con
biomoléculas, se pueden diferenciar tres tipos de reacciones(Turro et al., 2009):

e Transferencia energética: es una reaccion en la que se produce una transferencia de energia
desde una molécula dadora excitada a una molécula aceptora. Este proceso puede ocurrir tanto
entre estados excitados singletes (SSET, de sus siglas en inglés de Singlet-Singlet Energy
Transfer) o tripletes (TTET, de sus siglas en inglés de Triplet-Triplet Energy Transfer)
siempre y cuando el estado excitado del dador tenga mayor energia que el estado energético al
que se transfiere en el aceptor. En bioquimica, la TTET desde un fotosensibilizador hacia las
nucleobases del ADN da lugar a la formacién de los dimeros de pirimidina de tipo ciclobutano
(CPD), que son unas lesiones mutagénicas.

e Tipo I (Figura 4): son reacciones de fotosensibilizacion dependientes del oxigeno molecular
en las cuales se produce la formacion de especies o intermediarios radicalarios como los
HO* u O," o los radicales neutros o ionicos del sustrato y/o del PS. Estas especies se generan
mediante procesos de abstraccion de hidrégeno o procesos fotorredox.

e Tipo II (Figura 4): al igual que en el de tipo I, es una reaccion de fotosensibilizacion
dependiente de la presencia de oxigeno molecular. En este caso, se genera oxigeno singlete
('0,) mediante la excitacion previa de un PS. Esta especie es altamente reactiva y capaz de
oxidar a la mayoria de las biomoléculas.
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Figura 4. Representacion de los mecanismos de fotosensibilizacion dependientes del oxigeno molecular (Tipo I y Tipo II)
v sus correspondientes EROs producidos (Aparici, 2018)

1.2.2.1.0xigeno singlete ('02)

El oxigeno molecular (O,), en su estado fundamental, presenta un estado triplete estable en el que dos
electrones con espines paralelos se encuentran en diferentes orbitales 2p m antienlazantes (%), lo
que conlleva que la molécula sea paramagnética (Figura 5) (Turro et al., 2009). Por lo tanto, s6lo podra
oxidar a otras moléculas captando electrones con espin antiparalelo al de sus electrones en 7*. En
definitiva, esto resulta en una reactividad limitada.

No obstante, el oxigeno singlete es una forma excitada del oxigeno molecular originada por
transferencia de energia desde un PS. Mediante esta transferencia energética, los dos electrones que
ocupaban separados orbitales 2p m antienlazantes en el oxigeno molecular ahora ocupen el mismo
orbital 2p & antienlazante (Figura 5), y por lo tanto con espin antiparalelo.

Esto conlleva que el oxigeno singlete disponga de mayor poder oxidativo, ya que los electrones que
capten no han de tener un espin concreto. En definitiva, a nivel bioquimico, el oxigeno singlete podra
actuar como ERO frente a biomoléculas como proteinas,acidos grasos y acidos nucleicos (Mai &
Gonzalez, 2020). Esto ultimo, puede implicar tanto su poder para crear lesiones de material
bioldgico, como su aplicacion para terapias fotodindmicas (TFD), tal y como se ha indicado en el
apartado 1.1.2.1.
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Figura 5. Diagramas de los orbitales moleculares ocupados por los electrones del oxigeno molecular en estado
fundamental (O,) (izquierda) y el oxigeno singlete ('0,) (derecha). En concreto, podemos observar que, en el O, los dos
electrones que lo ocupan estan desapareados y separados una en cada uno de los dos orbitales 2p © antienlazante (t*) y
con el mismo espin. En el caso del oxigeno singlete, observamos que los dos electrones estan apareados en uno de los
orbitales *, quedando el otro libre. Esto ultimo explica el mayor poder oxidante del oxigeno singlete (Lineros, 2021)

1.2.3. Fotoquimica de nanoparticulas y el rosa de Bengala

Las nanoparticulas metalicas, conocidas también como plasmonicas, tienen la capacidad de
absorber la luz a diferentes frecuencias y concentrar su energia en regiones concretas cerca de su
superficie. Esta absorcion conlleva a la oscilacion de electrones en resonancia con la radiacion aplicada
y la consecuente oscilacion de carga, que corresponde al plasmoén, en la superficie de la nanoparticula.
Las nanoparticulas plasmonicas tienen por lo tanto la capacidad de transferir energia mediante
fotoprocesos como la absorcion, transiciones vibracionales y emisiones luminicas. Las moléculas que
se encuentren a una distancia adecuada de los plasmones pueden ser expuestas a una intensidad
luminica muy alta procedente de estas (Planas et al., 2016).

Existen nanoparticulas capaces de funcionar como fotosensibilizadores y producir, mediante su
irradiacion, oxigeno singlete. Mediante la absorcion de radiacion UV-Vis por parte de las
nanoparticulas fotosensibilizadoras y la transferencia de esta energia a moléculas de O, cercanas, se
promueve el paso del estado fundamental del oxigeno molecular hasta el estado excitado de oxigeno
singlete (Planas et al., 2016). Estudios previos han demostrado que las nanoparticulas metalicas o
plasmonicas, cuando son excitadas mediante irradiacion, pueden llegar a aumentar la concentracion
del oxigeno singlete producido 10 veces (Kabanov & Heyne, 2020). Incluso, dependiendo de su
grosor, ¢l recubrimiento de las nanoparticulas metalicas con silicato (SiQ;) puede aumentar la
capacidad fotosensibilizadora del plasmén (Macia et al., 2019; Planas et al., 2016).

En el presente trabajo se emplearan nanoparticulas metalicas, de Ag, recubiertas con SiO; y
funcionalizadas con un PS, rosa de Bengala (RB). El mecanismo en la generacion de 'O, diferira un
poco de lo explicado anteriormente ya que el PS serd el responsable de la formacion del 'O,y no la
NP. La NP al ser metalica y estar recubierta de SiO» lo que hara sera potenciar la capacidad del PS
para producir mas 'O,.

Dentro de los PS empleados para esta funcionalizacion, podemos encontrar moléculas como el rosa de
Bengala. E1 RB es una molécula organica que presenta una gran banda de absorcion de radiaciones en
torno a 550 nm (con unos valores de coeficiente de absorcion molar a 549 nm de &s40 = 95000 cm’’
mol” dm® con H,O como disolvente y a 557 nm £557= 104700 cm™ mol' dm® con EtOH como disolvente
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(Figura 6) (Ludvikova et al., 2016). Esta absorcion genera RB en estado singlete excitado ('RB") que
a su vez da lugar, mediante un cruce intersistema (ISC), a un estado triplete CRB"), con alta capacidad
de dar lugar a '02 a partir de O2 mediante un mecanismo de fotosensibilizacion de tipo I1.
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Figura 6. Espectro de absorcion normalizado del rosa de Bengala (RB) en disolucion acuosa (rojo) y disolucion etilica (azul)

El rosa de bengala puede ser conjugado a la superficie de NPs con fin de aumentsr la produccion de
'0; en terapias como la TFD y la IFD, aprovechando la capacidad fotosensibilizadora del RB. En este
contexto, las NPs no plasmoénicas, como las de SiO», serviran unicamente de soporte del RB. En el caso
de estar conjugadas a NPs plasmoénicas, el efecto plasménico contribuira en aumentar la capacidad
fotosensibilizadora del RB. (Macia et al., 2019).

1.3. Fotodaiios del ADN y Aductos de eteno
1.3.1. Fotodaios

Los dafios al ADN inducidos por la luz son causados en mayor medida por los rayos UVA y UVB, que
van desde el espectro de 290-320 nm (UVB) y de 320-400 nm (UVA). Esto es debido a que en
diferentes regiones atmosféricas el 0zono y el oxigeno absorben por completo las radiaciones que van
de 100-290 nm (UVC), e incluso absorben hasta el 95 % de los UVB. Las consecuencias de la
exposicion a este tipo de radiaciones en humanos es el dafio del ADN y su consecuente carcinogénesis,
especialmente en la aparicion de cancer de piel (Ikehata & Ono, 2011)

Hypodermis

Figura 7. Representacion grdfica de la capacidad de penetracion en el tejido epitelial por parte de las diferentes radiaciones
ultravioletas (UVA, UVB y UVC) (Lineros, 2021)



Los fotodafios en el ADN se pueden clasificar en dafio directo, cuando las radiacion UV es el causante
directo del dafio al ADN, o dafio indirecto, cuando el dafio es fotosensibilizado (Ikehata & Ono, 2011). Por
otra parte, las modificaciones producidas por estas radiaciones son puntuales, es decir, afectan a nivel
nucleotidico. Respecto a los daiios directos, los principales fotoproductos generados por la radiacion
UVB son los dimeros bipirimidinicos (de tipo ciclobutano o aductos (6-4)) y, en menor medida, los
dimeros de adenina y las pirimidinas fotohidratadas. Respecto a los rayos UVA, los tnicos
fotoproductos generados son los dimeros de tipo CPD (Lee, W. & Matsika, 2020).

En cuanto a los dafios indirectos, se generan mediante fotosensibilizacion como ya se ha detallado en
el apartado 1.2.2.: procesos de TTET pueden dar lugar a dimeros de timina de tipo ciclobutano y
mediante los procesos de fotosensibilizacion tipo Iy tipo 11, se originan dafios de tipo oxidativo en las
nucleobases, debido a la formacion de EROs (oxigeno singlete, radical hidroxilo, etc.) o de
transferencia electronica.

1.3.2. Aductos de tipo eteno (g-aducto)

Existen dafios oxidativos en las células que, ademas de poder ser desencadenados por radiaciones
luminicas, pueden darse por estados de estrés oxidativo generados por factores tanto exdgenos como
por procesos fisioldgicos endogenos, como lo son los aductos de tipo eteno (s-aducto). No obstante, la
génesis de estas especies puede ser exégena, ya sea a partir de xenobidticos, productos quimicos del
ambiente o radiaciones como las UV (Lu et al., 2022).

La génesis de los e-aductos es debida al 4-HNE (4-hidroxi-2-nonenal) (Figura 8). El 4-HNE es
generado mediante la oxidacion de acidos grasos poliinsaturados (PUFAs, de sus siglas en inglés
de polyunsaturated fatty acids), propios de las membranas plasmaticas (Zhong & Yin, 2015)
oxidadas por la presencia de EROs, dan lugar a hidroxiperéxidos que, posteriormente, se
descomponen dando lugar a aldehidos muy reactivos como el 4-HNE. Estos productos pueden
reaccionar ¢ incorporarse a centros nucleofilicos del ADN, como lo son las bases nitrogenadas,
dando lugar a aductos (Rundle, 2006). Mediante este mecanismo, se incorporan dos carbonos de su
cadena alquilo del 4-HNE, generando la formacién de un anillo exociclico (Shivange et al., 2016).
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Figura 8. Representacion esquematica del proceso quimico de generacion del 4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE) a partir de
la reaccion de los EROs (ROS) fotogenerados con los dacidos grasos poliinsaturados (PUFAs) de las membranas
plasmaticas (Zhong & Yin, 2015)



Los productos de este proceso, como el malondialdehido, el 4-HNE o derivados de prostaglandinas
constituyen biomarcadores muy eficientes del estrés oxidativo celular y su relacion con inflamaciones,
apoptosis o incluso procesos carcinogénicos (Tsikas, 2017). Respecto al 4-HNE, este es un producto
mutagénico y genotoxico para células animales y humanas, teniendo una afinidad reactiva con las
bases nitrogenadas candnicas en el siguiente orden: G>C>A>T (Zhong & Yin, 2015). Estas
reacciones dan lugar a los aductos de tipo eteno (Chung et al., 1996). Los aductos de tipo eteno
originados por la peroxidacion lipidica son (Figura 9) (Lu et al., 2022):

e Aductos de desoxiadenosina (dA): da lugar a la 1-N6-etileno-2’-desoxiadenosina (edA) lo
que desencadena en el ADN las siguientes mutaciones: una transicion AT a GC, una
transversion AT a TA o una transversion AT a GC

e Aductos de desoxicitidina (dC): da lugar a la 3-N4-etileno-2’-desoxicitidina (edC), lo que
desencadena en el ADN la siguiente mutacion: una transversion CG a AT.

e Aductos de desoxiguanosina (dG): da lugar a la 1-N2-etileno-2’-desoxiguanosina (edG), lo
que desencadena en el ADN la siguiente mutacion: una transversion GC a TA o una
transversion GC a CG.
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Figura 9. Representacion grafica de la formula molecular de los aductos de eteno de los 2-desoxinucledsidos (sin grupos
fosfato enlazados al monosacarido) de: a) 1-N6-etileno-2 -desoxiadenosina (edA), b) 3-N4-etileno-2"- desoxicitidina (edC),
¢) 1-N2-etileno-2 ’-desoxiguanosina (¢dG) (di Mascio et al., 2019)

Estos dafios se encuentran en el ADN nuclear y, en menor medida en el ADN mitocondrial.
Etiologicamente, las consecuencias de las mutaciones derivadas de estos aductos de eteno generados
por peroxidacion lipidica es la supresion de genes antitumorales y la generacion de mutaciones
carcinogénicas. De tal manera, vemos la influencia de la presencia de 4-HNE en la formacion de los
aductos de eteno en el gen p53 (Zhong & Yin, 2015). Este aducto da lugar a una mutacioén en la
tercera base del codon 249 de dicho gen. El gen p53 es un importante supresor tumoral para gran
cantidad de canceres, en especial el carcinoma hepatocelular. Esta mutacion afecta a procesos
fisioldgicos celulares como lo son la apoptosis, la reparacion de ADN y la parada del ciclo celular.



1.4. Reparacion de fotodafios del ADN

En el estudio de la reparacion de los dafios nucleotidicos en el ADN causados por las radiaciones UV,
se han reportado varios mecanismos endégenos en diferentes organismos, incluidos los mamiferos:

* Via oscura de escision: mediante estos mecanismos, se reparan los nucleotidos mutados
mediante la escision del nucleotido (NER, de sus siglas en inglés Nucleotide Excision
Repair) o la de la base nitrogenada (BER, de sus siglas en inglés Base Excision Repair).
NER acttia sobre dafios que alteran la estructura tridimensional del ADN, tales como los
CPDs, los dimeros (6-4), las lesiones oxidativas y algunos aductos. Esta excision es llevada a
cabo o mediante la reparacion acoplada a la transcripcion (TCR, de sus siglas en
inglésTranscription Coupled Repair) o la reparacion global del genoma (GGR, de sus siglas
en inglés Global Genoma Repair). Estos mecanismos se dan mediante la escision de una region
de aproximadamente 30 nucledtidos y la sintesis de la hebra dafiada a partir de Ia
complementaria mediante una polimerasa. Respecto al BER, este mecanismo repara
mutaciones en bases oxidadas, metiladas o modificadas con aductos (Chung et al., 1996)
mediante N-glicosilasas y un conjunto de enzimas reparadoras como la polimerasa y la ligasa,

* Fotorreactivacion (Kavakli et al., 2019): este tipo de reparaciones estan mediadas mediante
un tipo de flavoproteinas enzimaticas activadas por la luz denominadas fotoliasas. Estas
enzimas emplean la luz azul como medio de obtencion de energia para reparar el dafio. El
mecanismo de reparacion se basa en reacciones redox que establece el coenzima FADH de la
fotoliasa con el dafo especifico. Los dafos caracteristicos que emplean de sustratos son los
bipirimidinicos. Dependiendo del tipo de dafio que reparen, estas se clasifican en CPD
fotoliasas o (6-4) fotoliasas. Estos enzimas estan presentes en gran cantidad de seres vivos
como bacterias, arqueas, plantas, invertebrados, algunos mamiferos, etc. No obstante, no han
sido detectados en mamiferos placentarios como los humanos (Chaves et al., 2011)

1.4.1 Mecanismos de reparacion de los aductos de eteno

Respecto a los mecanismos endégenos de reparacion de los e-aductos, se han reportado en multiples
ocasiones la existencia de enzimas glicosilasas encargadas de la escision de bases nitrogenadas (BER),
dando lugar a sitios apurinicos y apirimidinicos (Chung et al., 1996). En células humanas existen
glicosilasas capaces de reparar los g-aductos originados por la peroxidacion lipidica: edA; edC y edG
(Chung et al., 1996). No obstante, el ejemplo més claro de reparacion de los aductos de eteno es el del
mecanismo llevado a cabo por el enzima AlIkBH, el homologo en humanos del AlkB presente en E.
coli conocido por su capacidad reparadora de aductos formados por alquilacion (di Mascio et al., 2019;
Martinez et al., 2003). Este mecanismo, observado en Escherichia coli, es un proceso oxidativo
dependiente de la presencia de oxigeno. Tras la desalquilacion de los etenos edA y edC, se obtienen
los nucledtidos dA y dC y el grupo eteno es desprendido en forma de glioxal (Shivange et al., 2016).
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El empleo de fotosensibilizadores exdgenos puede ser una estrategia interesante para la reparacion de
estos aductos. Ademas del posible uso de moléculas conocidas por su potencial en generar EROs, como
el rosa Bengala (RB) (Ludvikova et al., 2016) es interesante estudiar las posibilidades que tendrian la
aplicacion de las nanoparticulas en la reparacion de aductos de eteno mediante la optimizacion
de la produccion de estas especies como lo es el oxigeno singlete. En lo que respecta a este tltimo, se
ha descrito la regeneracion de dG mediante la reaccion entre el oxigeno singlete y el edG (Figura 10) (di
Mascio et al., 2019)

0 & o = H o
N 10 d N "
ﬂJ\ | ”/J\N N HN)\N N
dR dR 5
edG i l ) . §
HO i
dR = 2-Desoxirribosa H J\N f?l O H
// A L
o O H 0
N

N
3| \
4R

dR 0)\H O)\H

HN )
HzN)\N

dG

Figura 10. Representacion esquematica del posible mecanismo de reparacion del aducto de eteno del desoxiribonucledsido
[-N2-etileno-2 -desoxiguanosina (edG) mediante la presencia como reactivo del oxigeno singlete ('O), obteniendo
finalmente el desoxirribonucleosido canonico de la desoxiguanosina (dG)(Martinez et al., 2003)
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Teniendo en cuenta, tal y como se ha visto en esta introduccion, la capacidad del RB de producir,
mediante su irradiacion, 'O, la reactividad del 'O, con el édG dando lugar a dG reparado y el refuerzo
en la capacidad fotosensibilizadora del RB cuando esta conjugado a una NP plasmonica, llegamos a
la propuesta de este trabajo. Esta se basa en la irradiacion de SiO»-RB NPs por una parte y de Ag@SiO»-
RB NPs por otra con el fin de evaluar el incremento de la formacion de 'O,, con el objetivo tltimo de
optimizar el proceso de reparacion de €-aductos por un mecanismo oxidativo.

h v 0, h o

o
Si02-RB NPs

Ag@SiO»-RB

% s G
N
| )\
<'1R O)\ER \__j ER

g-aductos éNucledsidos reparados?

/—Z
Z\/Z

Figura 11. Representacion grafica de la estrategia de reparacion de €-aductos mediante la produccion de oxigeno singlete
('02) a partir de la irradiacion luminica (h v) de SiO>-RB NPs y Ag@SiO>-RB NPs
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2.  Objetivos

Como objetivo general, se plantea estudiar la fotorreparacion de €-aductos por nanoparticulas de SiO,
NPs y de Ag@SiO, NPs funcionalizadas con rosa de Bengala y evaluar el efecto del plasmoén en la
eficiencia de la fotorreaccion. El estudio cuenta con los siguientes objetivos especificos:

1) Sintesis y caracterizacion de: NP de oxido de silice (SiO.-RB NPs) y NP de plata recubiertas
con 6xido de silice (Ag@Si0,-RB NPs). Ambas funcionalizadas con rosa de Bengala.

2) Estudio de la reparacion de los danos del ADN &-aductos (€dA, €dC, €édG) por oxigeno singlete
('0,). Para ello se pretende irradiar las nanoparticulas previamente sintetizadas en presencia de

estos dafos y oxigeno molecular (O,).

3) Verificacion del mecanismo de reparacion por 'O, mediante irradiaciones de los €-aductos en
presencia de ambas NPs en un medio anaerdbico (bajo N»).

4) Demostracion del efecto sinérgico entre el RB y la Ag@SiO: NP al incrementar la produccion
de 'O, comparando la eficiencia de ambas nanoparticulas en el proceso de reparacion.
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3. Materiales y Métodos
3.1. Caracterizacion
3.1.1. Microscopia Electronica de Transmision (TEM)

El microscopio electronico de barrido (TEM) permite obtener imagenes mediante el uso de haces de
electrones. Estos haces de electrones inciden sobre una muestra delgada, convenientemente preparada.
Al interaccionar con la muestra, dependiendo de la naturaleza de esta, los electrones se veran dispersados
de diferentes formas. Los electrones que hayan atravesado la muestra seran captados por una camara
CCD y, mediante un programa informatico, se convertiran estas sefiales electronicas en diferentes
escalas de grises en funcion de la densidad del material. De esta manera, se constituye una imagen de la
muestra que puede llegar a escalas nanométricas, una resolucion inalcanzable para los microscopios
opticos. Ademas, las imagenes proporcionadas por el TEM nos informan sobre la naturaleza cristalina
o amorfa de las muestras.

El modelo empleado en este proyecto fue el Microscopio Electronico de Transmision de Emision de
Campo de 120kV (TEM120) y el de 200kV (TEM200), de la marca JEOL, del Servicio de Microscopia
Optica de la UPV.

3.1.2. Espectrofotometro UV-Vis

El espectrofotometro UV-Vis mide la absorcion de radiaciones un rango de longitudes de onda
incluido en el ultravioleta-visible (200 nm-780 nm) por parte de una muestra en disolucion. El
compuesto de interés, en funcién de su estructura, absorbe a determinadas longitudes de onda (),
promocionando los electrones de sus orbitales moleculares de tipo HOMO (de sus siglas en inglés
Highest Occupied Molecular Orbital) a orbitales vacios de mayor energia. Midiendo y comparando las
diferencias para cada longitud de onda de las intensidades de la luz incidente (Io) y de la luz transmitida
(It) de la muestra, se obtiene una magnitud adimensional, la absorbancia (A). A su vez, las medidas de
absorbancia permiten determinar la concentracion de un compuesto en disolucion si se conoce el
coeficiente de absorbancia molar (&,), un valor especifico para cada compuesto a un paso optico (1) y en
un disolvente y longitud de onda definidos. La relacion lineal de estas magnitudes viene determinada
por la ley de Lambert y Beer (Figura 12). Las medidas se realizaron en un espectrofotometro, Agilent
Technologies Cary 60 UV-Vis situado en el ITQ-UPV, utilizando cubetas de cuarzo de paso optico de 1
cm.

It

A)A=10g<10>= ExxlxC

Figura 12. Formula de la ley de Lambert y Beer, en la que A es absorbancia (adimensional), € es el coeficiente de
absorbancia (L*mol" *cm™) correspondiente a una determinada longitud de onda (), 1 es la longitud de la cubeta (cm) y C
la concentacion del sustrato (M)

3.1.3. Potencial Z

La medida del potencial Z consiste en estudiar el nivel de repulsion o atraccion de particulas en
suspension. Este analisis se realiza mediante la aplicacion de un campo eléctrico a la suspension. Esto
genera unos movimientos debido a las cargas de las particulas, cuyas velocidades seran proporcionales
a las cargas de las mismas.

El equipo empleado para estas mediciones fue el espectofotdmetro Zetasizer Nano ZS situado en el ITQ-

UPV, equipado con un laser HeNe de 632 nm como fuente de luz trabajando con un detector con un
angulo de 173° (Malvern Panalytical)
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3.1.4. Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

La cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) es una técnica instrumental de separacion de los
compuestos presentes en una mezcla. Consiste en una fase estacionaria no polar (columna) y una fase
movil (eluyente) que actia de portador de la muestra. La muestra en solucion es inyectada en la fase
movil. Los componentes de la solucion migran de acuerdo con las interacciones no covalentes de los
compuestos con la columna. Segun la interaccion de las especies a separar con la fase mévil en la que
estan disueltas y los grupos funcionales de los que dispone la columna cromatografica, sus tiempos de
retencion en la fase estacionaria seran diferentes. La presencia de un detector espectofotométrico a la
salida de la columna permite detectar las absorbancias a una determinada longitud de onda de las
especies que van eluyendo y asi extraer un cromatograma a una longitud de onda establecida en funcion
de los compuestos de interés. Mediante este ultimo, con los datos de los tiempos de retencion y
absorbancias para cada uno de los picos, se pueden realizar analisis cualitativos y cuantitativos de las
especies separadas.

El equipo de HPLC empleado fue el Agilent 1100 Series situado en el ITQ de la UPV. Las condiciones
de uso en el estudio de las irradiaciones y sus calibraciones fueron: una columna ZORBAX Eclipse Plus
C18 (4,6 x 100 mm, 3,5 p) de Agilent, un eluyente isocratico 95/5 agua/acetonitrilo, estando el agua
acidificada a pH 3 con acido trifluoroacético, un flujo de 0.4 mL/min, y un Ageteccion=260 nm

Gracias a los datos de absorbancia proporcionados por el HPLC se obtuvieron las rectas de calibrados
y sus correspondientes ajustes lineales para cada tipo de nucledsido empleado en el estudio. En las
graficas que se muestran como ejemplos, para construir las rectas y sus ecuaciones se emplearon las
sefiales detectadas para concentraciones de nucleosidos de 5 pM, 10 pM, 15 pM, 20 pM, 25 pM y de
0,5 uM, 2 uM, 4 uM, 5 uM, 8 uM (Figura 13). Estos calibrado nos sirvieron también para tener una
referencia de los tiempos de retencion de cada nucledsido en el HPLC, recogidos en la Tabla 1.
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[edA] [edC] [edG]
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Figura 13. Ejemplos de las rectas de calibrado y sus ecuaciones realizadas con las sefiales detectadas de nucledsidos a
concentraciones de 0,5 uM, 2 uM, 4 uM, 5 uM, 8 uM. La absorbancia fue medida en el espectrofluorimetro acoplado al HPLC
en funcion de la concentracion (uM) de cada una de las disoluciones de nucledsidos inyectados: A) edA B) edC C) edG D) dA e)
dC f) dG. Cada grdfico lleva adjunto la formula del ajuste lineal, donde la y es la absorbancia y la x, la concentracion
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Tabla 1. Tiempos de retencion en el HPLC para cada uno de los desoxirribonucledsidos estudiados

Tiempo de retencion (min)
Dafado: e-
Desoxirribonucledsidos No dafiado aducto
dA 5,5 6
dC 4,35 6,2
dG 5,55 12,7
3.2. Reactivos y sintesis de nanoparticulas (NPs)
A a
p TEOS Q APTES ¥ O v RB -~ Q v
-/ 4
g ¢
AgNP Ag@SiO, NP Ag@SiO, -NH, NP Ag@SiO-RB NP

Figura 14. Representacion grafica de los procesos de sintesis, recubrimiento y funcionalizacion de las NPs descritos en el
apartado 3.2. (Planas et al., 2016)

3.2.1. Reactivos y casas comerciales

Tetraetil ortosilicato (TEOS, Sigma-Aldrich); Etanol (EtOH, Sigma-Aldrich, 100%(w/v)); hidroxido de
amonio (NH4OH, Sigma-Aldrich, 30%(w/v)); acido tetracloroaurico (III) (HAuCls-H>O, Sigma-
Aldrich); polivinilpirrolidona (PVP; Alfaesar); acetonitrilo (ACN; Sigma-Aldrich); nitrato de plata
(AgNOs, Sigma-Aldrich); 3-aminopropil-trimetoxilano (APTES, Sigma-Aldrich); acido 2-
etanosulfonico (tampén MES, Sigma-Aldrich), rosa de Bengala (RB, Sigma-Aldrich); N-(3-
dimetilaminopropil)-N’-etilcarboiimida (EDC, Sigma-Aldrich); 1-N6-etileno-2’-desoxiadenina (edA,
Sigma-Aldrich); 3-N4-etileno-2’-desoxicitidina  (&dC, Sigma-Aldrich); 1-N2-etileno-2’-
desoxiguanosina (€dG, sintesis propia (S. H. Lee et al., 2005)); borohidruro de sodio (NaBH4, Sigma-
Aldrich, 0,1 M), tubos de centrifuga (Falcon™, 50 mL), columna HPLC (ZORBAX Eclipse Plus C18,
Agilent), tubos fluorescentes (F'SL T5 8W/765, excitacion en todo el rango del Vis)

3.2.2. Sintesis de nanoparticulas de 6xido de silice (S102 NPs)

Toda la sintesis de nanoparticulas se ha realizado con el protocolo descrito en Macia et al., 2020 para la
sintesis de las SiO, NPs, se introdujeron 40 mL de etanol 100% (w/v) en un matraz redondo con una
agitacion de 400 r.p.m. Tras ello, se adicionaron 1,6 mL de tetraetil ortosilicato (TEOS, 0,18 M) y 3 mL
de NH4OH 30% (w/v). E1 TEOS proporciona el 6xido de silice, favoreciendo asi la nucleacion de las
nanoparticulas conocido como el proceso de Stober (Alemany, 2021; Kabanov et al., 2018) Finalmente,
se dejo en agitacion durante toda la noche a una temperatura de 28°C aplicando bafio maria.
Posteriormente, se repartio la reaccion en dos tubos para centrifuga (tubos Falcon™ de 50 mL) y se
centrifugaron a 5000 rpm durante 30 minutos, se extrajo el sobrenadante, se resuspendio el material
sedimentado en 50 mL de etanol 100% (w/v) y se repitié este mismo lavado dos veces mas. El material
sedimentado del ultimo lavado fue finalmente suspendido en etanol 100% (w/v), ya que las SiO> NPs
suelen sedimentar mas facilmente en suspension acuosa.

3.2.3 Sintesis de Ag@SiO2 NPs

3.2.3.1. Sintesis semillas de oro (Au Seeds)
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En primer lugar, se prepararon las semillas de oro, una suspension de nanoparticulas de oro, que serviran
como precursores en la nucleacion de las Ag NPs. En un matraz de vidrio de 20 mL, se adicionaron 5
mL de agua miliQ y se aplicoé una agitacion de 600 r.p.m. posteriormente se afiadieron 5 mL de una
disolucioén al 5% (w/v) de polivinilpirrolidona (PVP) y siucesivamente 10 uL de una disolucion 0,25 M
de acido tetracloroaurico(Ill) (HAuCls - H>O), componente responsable de la aportacion de oro en la
formacion de las semillas. Tras ello, se adicionaron rapidamente 600 ul. de NaBH4 0,1 M. En este
paso, es importante observar como la reaccion va adquiriendo gradualmente un color rosa palido o
marron claro. Finalmente se dejo la disolucion resultante agitandose a temperatura ambiente durante 15
minutos.

3.2.3.2. Sintesis de nanoparticulas de plata (Ag NPs)

Se afiadieron 20 mL de agua miliQ en un baldn de vidrio de 100 mL, previamente lavado con agua regia.
Se aplico una agitacion de 800 r.p.m. y se afiadieron 20 mL de PVP 5% (w/v) y 10 mL de acetonitrilo
(ACN), 2 mL de acido ascorbico 0,1 M y 1,2 mL de nitrato de plata (AgNO3) 0,1 M, componente que
suministrara la plata para la formacion de la nanoparticula gracias a su reduccion por parte del acido
ascorbico (Planas et al., 2016). Tras estas adiciones, se introdujeron 6 uL de la disolucion procedente
de la sintesis de las semillas de oro. Finalmente, se dejo la reaccion a temperatura ambiente durante 15
minutos, observando como adquiere de forma gradual y sucesiva un color amarillo palido v,
posteriormente, marron grisaceo. Tras la sintesis, las reacciones fueron divididas en 2 tubos de
centrifuga de 50 mL y se centrifugaron a 5000 r.p.m. durante 75 minutos. Se extrajo el sobrenadante y
resuspendio el material sedimentado en 25 mL de agua miliQ. Tras ello, se combind el contenido en un
mismo tubo y se realizaron dos secuencias de lavado, siendo los centrifugados a 5000 r.p.m. durante 60
minutos. El material sedimentado final sera resuspendido en 50 mL de agua miliQ.

3.2.3.3. Recubrimiento de SiO> de las Ag NPs

Primeramente, se prepard una disolucion de 33,5 pL TEOS en 15 mL de etanol absoluto. De esta
disolucion se tomaron 10 mL con una jeringa de 20 mL que fue colocada en una bomba perfusora. Por
otra parte, se vertieron 25 mL de las AgNPs sintetizadas en el paso anterior en un matraz Erlenmeyer
de 300 mL bajo agitacion a 600 r.p.m. A esta solucion, se afladieron 100 mL de etanol 100% (w/v) y 2
mL de NH4OH 30% (w/v). Se llevo a cabo la adicion controlada con un flujo de 3 mL/h de TEOS a la
disolucion de AgNPs. Una vez terminada la adicion se tapd el Erlenmeyer con papel de aluminio y se
dejo bajo agitacion durante 2 horas. En este proceso quimico, se da también la via Stober (Kabanov et
al., 2018), incorpora el 6xido de silice proporcionado por el TEOS como recubrimeinto de estas NPs.

Se dividi6 la sintesis en 4 tubos y se centrifugaron durante 75 minutos a 5000 r.p.m., quitando el
sobrenadante y se resuspendiendo los materiales sedimentados en 35 mL de etanol absoluto. Se volvio
a repetir este lavado tres veces, siendo el pentltimo una secuencia de centrifugado de 60 minutos a 5000
r.p.m. y siendo el ultimo centrifugado a 30 minutos a 4000 r.p.m. Los materiales sedimentados
finalmente obtenidos fueron resuspendidos en 35 mL de etanol 100% (w/v).

3.2.3.4. Aminacion de nanoparticulas

Se procedio6 a la aminacion de la superficie de las nanoparticulas de SiO,y Ag@SiO». Para las primeras,
se adicionaron 3 mL de 3-aminopropil-trimetoxilano (APTES) a 100 mL de la suspension de SiO, NPs
bajo una agitacion de 500 r.p.m., y, de forma inmediata, 600 uL. de NH4OH 30% (w/v). La aminacién
de Ag@SiO; se llevo a cabo de manera similar, siendo 20 mL de suspension de Ag@SiO, NPs, 600 pL
de APTES y, 120 uL de NH4OH 30% (w/v). E1 APTES se conjuga al 6xido de silice de las NPs y asi,
permite incorporar grupos aminos a su superficie (Figura 15) (Alemany et al., 2021). Finalmente, se
dej6 ambas reacciones toda la noche bajo agitacion y tapadas con un septum. Al dia siguiente, se dividid
la reaccion en dos tubos de centrifuga, se les adicion6 etanol 100% (w/v) hasta completar un volumen
de 30 mL y se llevaron a cabo 5 secuencias de lavado, dos de ellas en etanol 100% (w/v) y las tres
restantes en agua miliQ, unificando los volimenes de los dos tubos antes del ultimo centrifugado. Todos
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los centrifugados fueron llevados a cabo durante 30 minutos a 5000 r.p.m. Finalmente, se resuspendio
el material sedimentado en 6 mL de una disolucion tampon de acido 2-etanosulfénico (MES) con un pH
6.

OH MeO v .
O—Siéori -Me0> Si NN, — Q—Sléo> Si ZN"NH,
OH  MeO O
SiO, NP APTES Ag@SiO, -NH, NP
Ag@SiO, NP

Figura 15. Representacion grdfica del proceso de aminacion de la superficie de SiO: de las NPs mediante el uso de APTES
(Alemany et al., 2021)

3.2.4. Conjugacion del rosa de Bengala (RB) a las nanoparticulas

Este protocolo se aplicé tanto a las SiO,.-NHz NPs como a las Ag@SiO,-NH; NPs. En un matraz de
vidrio de 20 mL, se afiadio 6 mL de buffer MES (pH 6) y se disolvieron en este volumen 6,1 mg de RB
(1 mM en 6 mL) y 2,6 g de N-(3-dimetilaminopropil)-N’-etilcarboiimida (EDC). Tras la media hora de
reaccion, se centrifugaron las NPs durante 30 minutos a 5000 r.p.m, se quitoé el sobrenadante y se
resuspendieron las nanoparticulas con la disolucion de RB con EDC. La conjugacion del RB se lleva a
cabo gracias a la presencia del EDC, una molécula activadora que desencadena la formacioén de un
enlace de tipo amida entre el grupo grupo carboxilato de la RB y los grupos aminos del recubrimiento
(Figura 16) (Planas et al., 2016). Finalmente, se cubri6 el tubo con papel de aluminio y se dejé la
reaccion de conjugacion 3 horas, sonicando cada 30 minutos para mantener las NPs en suspension. Tras
esto, la reaccion siguid produciéndose durante 3 dias a temperatura ambiente bajo agitacion.

NH Cl
N=C=N
EDC
O
+  HN
Rosa de Bengala (RB) Ag@SiO, -NH, NP Ag@SiO, -RBNP

Figura 16. Representacion grdfica del proceso de conjugacion del rosa de Bengala (RB) de nanoparticulas funcionalizadas
con grupos aminos mediante el uso de EDC (Planas et al., 2016)

Para eliminar el rosa de Bengala no conjugado a las nanoparticulas, se llevaron a cabo varias secuencias
de lavado, en la que los tubos de las sintesis fueron centrifugados a 5000 r.p.m. durante 30 minutos, se
extrajeron sus sobrenadantes, y su material sedimentado de NPs fueron resuspendidos en agua o etanol
para comenzar el siguiente lavado. Para cada lavado, se realizaron medidas de espectrofotometria UV-
Vis del sobrenadante para determinar la concentracion de RB no conjugado. Asi, se midieron los
espectros de absorcion (Figura 17) y se calculd la concentracion de RB (Cy), a partir de la absorbancia
en la longitud de onda maxima (Ama, Tabla 2)y utilizando la ley de Lambert-Beer (Figura 12), con un
valor de paso optico (1) de 1 cm y un coeficiente de absorcion molar (€) en el maximo de absorbancia
del RB segun disolvente del sobrenadante (Tabla 2). Asi, se utiliza la suma de las concentraciones de
RB presentes en cada lavado C, para determinar la concentracion conjugada a las NPs, Cnpfinal = Co-
Cxtotal, con Co= 1 mM
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Tabla 2. Valores de los coeficientes de absorbancia molar (€) para cada disolvente, longitud de onda para la absorbancia

mdxima del RB para cada disolvente (Anax) y valor del paso optico (1).

Unidades de Absorbancia (u.a.)

Amax RB en
H>O-D,O 549 nm
Amax RB en
EtOH 557 nm
£540 HO-D,O | 95000 | cm™' mol”! dm?
£ss57 EtOH 104700 | cm™ mol! dm?
| cubeta 1 cm

520 530 540

550 560
Longitud de onda (nm)

Absorbancia sobrenadantes vs longitud de onda

—f4
—f10

f19

Figura 17. Espectros de absorcion de sobrenadantes acuosos extraidos en diferentes secuencias de lavado del rosa de

Bengala en las SiO>-RB NPs

En el lavado en la sintesis de las SiO,-RB NPs de la secuencia namero 11 (f71), se observo que la
concentracion de RB restante, Cxpiowal S€ mantenia estable en torno a un valor ligeramente superior a 0,3
mM (Figura 18 y Tabla 3). Tras evidenciar esta tendencia en los lavados siguientes, se finalizo el lavado
y se resuspendieron las nanoparticulas funcionalizadas en D,O. Por lo tanto, la concentracion de rosa

de bengala conjugado a las nanoparticulas fue de 0,3 mM.
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Tabla 3. Datos correspondientes al lavado del rosa de Bengala no conjugado en la sintesis de SiO>-RB NPs, en el que se
muestran las absorbancia de cada sobrenadante (A) obtenido tras cada secuencia de lavado (n° falcon), la dilucion empleada,
el disolvente utilizado, su correspondiente concentracion de RB (Cy), la concentracion de rosa de Bengala conjugado a las
NPs (Cwp), la concentracion inicial de rosa de Bengala (Cy), la concentracion total de rosa de Bengala lavado (Cyowa) y la
concentracion final de rosa de Bengala conjugada a las NPs (Cnpioral)

Ne falcon | Voriginal | Cnp (MmM) A Cx (mM) Dilucién | Disolvent
(mL) e
f1 6 1,000 (Co) 0,997 0,021 0,5 H20
f2 6 0,979 0,104 0,001 1 H20
f3 6 0,978 0,896 0,428 0,02 EtOH
f4 6 0,550 0,541 0,057 0,1 H,O
f5 6 0,493 0,312 0,033 0,1 H20
f6 6 0,460 0,195 0,020 0,1 H20
7 6 0,440 0,513 0,049 0,1 EtOH
f8 6 0,391 0,926 0,009 1 EtOH
f9 6 0,382 0,294 0,006 0,5 EtOH
f10 6 0,376 0,421 0,044 0,1 H.O
f11 6 0,332 0,625 0,013 0,5 H20
f12 6 0,319 0,386 0,008 0,5 H20
f13 6 0,311 0,279 0,006 0,5 H20
f14 6 0,305 0,235 0,005 0,5 H20
f15 6 0,300 0,289 0,003 1 H20
fl6 6 0,297 0,266 0,003 1 H20
f17 6 0,294 0,389 0,004 1 H20
f18 6 0,290 0,118 0,004 1 H20
f19 6 0,286 0,073 0,003 1 H20
Ctotales 6 0,300 0,717 D20
(Cnptotal) (Cxtotar)

Concentracion RB (Cyp) (mM) vs n2 lavados

fi f2 f3 f4 5 f6 f7 f8 f9 fi10 f11 fi12 fi13 fi14 f15 fie f17 f18 f19
Secuencia de Lavados

Figura 18. Representacion grafica de la disminucion de la concentracion (Cnp) de rosa de Bengala (RB) en la disolucion
con las nanoparticulas de SiO; funcionalizadas por cada una de las secuencias lavados realizadas
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En el lavado de las Ag@SiO, NPs, a partir del lavado 7, se observd que la concentracion restante de
Cnpotat RB no variaba (Figura 19 y Tabla 4), por lo que en este punto se considero que el rosa de Bengala
no conjugado fue retirado de la sintesis. El precipitado de NPs del altimo lavado fue finalmente
resuspendido en D,0. La concentracion de RB conjugado a las nanoparticulas fue de 0,9 mM.

Tabla 4. Datos correspondientes al lavado del rosa de Bengala no conjugado en la sintesis de Ag@SiO>-RB NPs, en el que se
muestran las absorbancia de cada sobrenadante (A) obtenido tras cada secuencia de lavado (n° falcon), la dilucion empleada,
el disolvente utilizado, su correspondiente concentracion de RB (Cy), la concentracion de rosa de Bengala conjugado a las
NPs (Cwp), la concentracion inicial de rosa de Bengala (Cy), la concentracion total de rosa de Bengala lavado (Cyowa) y la
concentracion final de rosa de Bengala conjugada a las NPs (Cnpioral)

N2 Voriginal . . .
falcon (mL) Cne (MM) A Cx (mM) Dilucidn Disolvente
f1 25 1 (Co) 0,280 0,002 1 H.0
f2+3 50 0,997 0,000 0,000 1 H20
f4 25 0,997 2,030 0,078 0,25 EtOH
f5 25 0,919 0,980 0,009 1 EtOH
f6 25 0,910 1,130 0,011 1 EtOH
f7 25 0,899 0,007 0,000 1 H20
0,9000
Ctotales 25 0, 101 (Cxtotal) DZO
(CNPtotal)
Concentracion RB (Cyp) (mM) vs n? lavados
1,02
— 1 o—— — @
% 0,98
= 0,96
2 094
£ 0,92
g 09
€ 0,38
o
O 0,86
0,84
1 3 4 5 6 7 8

Secuencia de Lavados

Figura 19. Representacion grdfica de la disminucion de la concentracion de rosa de bengala (Cyp) en la disolucion con las
nanoparticulas de Ag@SiO; funcionalizadas por cada uno de los lavados realizados

El material sedimentado en los ultimos ciclos de lavado fue resuspendido en 6 mL de agua deuterada
(D20).

3.3. Reparacion de los e-aductos mediante fotdlisis en estado estacionario

Las suspensiones de SiO»-RB NPs y de Ag@SiO,-RB NPs se prepararon en agua deuterada ajustando
los volimenes para tener una ratio de 2:1 entre el e-aducto y la NP. Para cada tipo de nanoparticula,
se prepararon disoluciones con los diferentes e-aductos a reparar: 1-N6-etileno-2’-desoxiadenosina
(edA), 3-N4-etileno-2’-desoxicitosina (edC), 1-N2-etileno-2’-desoxiguanina (edG). A su vez, para cada
tipo de disolucion de e-aducto, se realizo una irradiacién en condiciones aerobicas y anaerobicas
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burbujeando con N (ver Figura 20, izquierda) durante 30 minutos con el fin de estudiar la reparacion
en condiciones anaerdbicas. Este tltimo tipo de irradiacion sirviéo como control con el fin de atestiguar
si la reparacion de los g-aductos, en el caso de ser detectada, es debida a la formacion de oxigeno
singlete como consecuencia de la fotosensibilizacion del oxigeno molecular y no a otros procesos
fotoquimicos independientes del oxigeno.

Debido a la absorbancia del RB en el rango visible, es importante que el proceso de preparacion y
purgado de los viales sea llevado a cabo en oscuridad, por ejemplo, cubriendo los viales con papel de
aluminio.

Tras la preparacion de los 6 viales para cada tipo de nanoparticula, se introdujeron estos en un
fotorreactor (Luzchem LZC 4V) conteniendo 8 tubos fluorescentes FSL T5 8W/765 (hex: 400-700nm)
(Figura 20) para comenzar su irradiacion. Se extrajo, con una jeringa, una alicuota de 1 mL para cada
tiempo de irradiacion y se depositoé en un tubo eppendorf. Los tubos se centrifugaron y se descartaron
los pellets, con el fin de evitar la inyeccion de las nanoparticulas precipitadas en el sistema de HPLC.
Finalmente, los sobrenadantes fueron depositados en viales de HPLC para su posterior estudio.

Figura 20. A la izquierda, sistema de purgado de los viales, mediante el cual se desplaza el oxigeno de los viales que
se irradiaran en anaerobiosis. A la derecha, imagen del fotorreactor Luzchem LZC 4V encendido con los 6 viales de
muestra dentro
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4. Resultados y Discusion

4.1 Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas

4.1.1. Sintesis de las nanoparticulas de 6xido de silice (Si02-RB NPs)

En las siguientes sintesis, se siguieron los protocolos especificados en el apartado 3.2. de Materiales y
Meétodos. En primer lugar, se realiz6 una sintesis de SiO, NPs. Posteriormente se procedio6 a la aminacion
de estas nanoparticulas, obteniendo SiO> NP (o SiO,-NH: NPs) con ligandos acabados en un grupo -
NH; terminal en su superficie proporcionando asi un punto de anclaje para, finalmente, conjugar las
nanoparticulas con rosa de Bengala, obteniendo SiO,-RB NPs.

Los diferentes materiales se caracterizaron mediante TEM y potencial Z con el fin de estudiar su
morfologia y correcta funcionalizacion. Por una parte, se prepard una muestra de las SiO, NPs para ser
analizada mediante microscopia electronica de transmision (TEM 200). En la observacion de estas
nanoparticulas (Figura 21), se distinguié una morfologia muy uniforme y esférica. Los diametros
rondaban los 110-140 nm. (Figuras 21B y 21C).

En cuanto a la medicion potencial Z de las NPs (Figura 22), se determind un valor de -42,9 mV para
las SiO; NPs, -2,2 mV para las SiO,-NH, NPs, 10,2 mV para las SiO,-RB NPs. Esta variacion indica
que en cada caso la superficie de la NP contiene una especie distinta demostrando que las
funcionalizaciones han sido efectuadas correctamente en las NPs.

; i e i :
Figura 21. Imagenes tomadas de las observaciones mediante TEM 200 de las SiO> NPs 9 en diferentes aumentos y sus
correspondientes diametros en nm
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Figura 22. Representacion grdfica de los valores del potencial Z en mV medido para las diferentes NPs sintetizadas

4.1.2. Sintesis de nanoparticulas de plata recubiertas con 6xido de silice y funcionalizadas con
rosa de Bengala (Ag@Si0>-RB NPs)

Las sintesis que se describen a continuacion fueron realizadas siguiendo los protocolos especificados en
el apartado 3.2. de Materiales y Métodos. Se realizd una sintesis de semillas de oro (Au Seeds) y, se
emplearon para la nucleacion de nanoparticulas de plata (Ag NPs). Posteriormente se realizd el
recubrimiento de 6xido de silice (SiO;) de las Ag NPs, obteniendo Ag@SiO> NPs. A continuacion, se
aplicd el mismo protocolo de aminacion que para las SiO, NPs. Y por ultimo se procedid a la
conjugacion de rosa de Bengala, obteniendo asi Ag@SiO,-RB NPs.

Se realizaron estudios mediante TEM, potencial Z y absorbancia UV-Vis para caracterizar y
comprobar las funcionalizaciones y modificaciones en las Ag, Ag@SiO, y Ag@SiO,-RB NPs.
Estudiando la morfologia de estas nanoparticulas mediante microscopia electronica de transmision
(TEM120) (Figura 23) se observaron muestras de las Ag NPs (Figura 23 A-C) y de las Ag@SiO, NPs
(Figura 23 D-F). En la Figura 3 A-C se observan nanoparticulas mayoritariamente esféricas y
cristalinas, en su minoria se detecto la presencia de nanoparticulas cilindricas “rods”, materiales tipicos
que se dan como pequeiias impurezas en esta sintesis. También se definié un diametro medio de 55 nm.
Respecto a las Ag@SiO, NPs Figura 23 D-F, su morfologia era esférica en general. Se observo que el
recubrimiento de SiQ; se manifestaba en la superficie de la nanoparticula con un color grisaceo mas
claro que el nacleo de plata. Respecto al diametro de estas nanoparticulas, el recubrimiento de silice
aport6 a la nanoparticula un grosor de aproximadamente 10 nm, por lo que el diametro total de la
nanoparticula estaba comprendido entre 75-80 nm.

Comparado el tamaiio de las nanoparticulas SiO, NPs con Ag@SiO> NPs se observa como estas tltimas
son mas pequeifias. Pero esto no influira en los experimentos de reparacion ya que independientemente
del tamafio de la nanoparticula la cantidad de fotosensibilizador, es decir de rosa de Bengala, sera la
misma.
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Figura 23. Imdagenes tomadas de las observaczones mediante TEM 120 (A-C) y TEM 200 (D-F) de las muestras de las Ag NPs
(A-C) y de las Ag@SiO> NPs (D-F). Cada una de las imagenes son observaciones a diferentes aumentos de las nanoparticulas
de la misma sintesis. En las imagenes B y E se muestran en verde los diametros de las nanoparticulas en nm.

Como se ha comentado en la introduccion, este tipo de nanoparticula es metalica siendo asi Opticamente
activa por lo tanto otro método que se uso6 para su caracterizacion fue la espectrofotometria UV-Vis
(Figura 24). Se midio la absorbancia de las nanoparticulas en suspension en un disolvente acuoso para
Ag NPs y etilico para Ag@SiO, NPs, debido a su recubrimiento con silice. La longitud de onda en la
que se dio el maximo de absorcion fue en 420 nm para las Ag NPs y de 435 nm para las Ag@SiO, NPs
coincidiendo ambas con los valores descritos en la bibliografia corroborando asi que el recubrimiento
con oxido de silice de las nanoparticulas de plata fue realizado correctamente. En las medidas del
potencial Z (Figura 25), observamos diferencias entre los potenciales entre las Ag NPs (0,2 mV),
Ag@SiO; NPs (-25,4 mV) y Ag@SiO»-RB NP (-16,2 mV). La variacion de los valores del potencial
entre las diferentes NPs indica su correcta funcionalizacion o modificacion.
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Figura 24. Espectros de absorcion de las Ag NPs en suspension acuosa y de las Ag@SiO; NPs en suspension etilica medidos
mediante espectrofotometro UV-Vis. Estos espectros fueron normalizados con su valor maximo de absorcion correspondiente

Potencial Z de diferentes funcionalizaciones de
NPs

Ag /-lg@SiO Agl@Si02-RB

Potencial Z (mV)
AR
o

NPs

Figura 25. Representacion grdfica de los valores del potencial Z en mV medido para las diferentes NPs sintetizadas

4.2. Reparacion de los aductos tipo eteno del ADN

4.2.1. Reparacion de los aductos de tipo eteno con SiO2-RB NPs

Tras los calibrados, se procedid a preparar y a realizar las irradiaciones de las SiO,-RB NPs con &-
aductos. Se prepararon un total de 6 irradiaciones, dos por cada tipo de nucleésido dafiado (edA, edC
y &dG). Una de estas irradiaciones se dio en condiciones aerdbicas (denominadas como
experimentales), mientras que la otra se dio en condiciones anaerobicas (nombradas y empleadas como
control). Como se ha mencionado en los objetivos, nuestra hipdtesis es que la especie responsable de la
reparacion sea el 'O,, por lo tanto, el experimento control consiste en irradiaciones en condiciones
anaerobicas donde no se espera ninguna reactividad de los aductos.
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Cada vial de irradiacion disponia de una concentracion de su nucledsido danado correspondiente de 20
UM y una concentracion de RB de 10 pM proveniente de una disolucion madre de 0,3 mM, de tal
manera que la ratio de concentraciones de estos componentes en esta reaccion fue de 2:1.

A partir de los tiempos de retencion para cada nucledsido determinados en la Tabla 2 del apartado 3.2.4.
de Materiales y Métodos, se corrobor6 en todos los experimentos, tal y como se ve en la Figura 26, que
conforme aumentaba el tiempo de irradiacion, iba aumentando el area de un nuevo pico, cuyo tiempo
de retencion era correspondiente al del nucledsido reparado, e iba disminuyendo el area del pico en el
tiempo de retencion del e-aducto.

A: Experimental B: Control
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C: Experimental D: Control
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Figura 26. Representacion grafica en cascada de los espectros cromatogrdficos de HPLC obtenidos a diferentes tiempos de
irradiacion con SiO>; NPs para los experimentos.: A) Experimental: &dA B) Control: &dA C) Experimental: &dC D) Control:
&lC E) Experimental: &dG F) Control: &dG

Finalmente, se midieron las areas de cada pico en cada tiempo de la irradiacion y mediante las
rectas de calibrados expuestas en la Figura 13 el apartado 3.1.4. de Materiales y Métodos, se
obtuvieron las concentraciones correspondientes. En la Figura 27, para cada experimento, se
representé la concentracion resultante del nucleésido dafiado y reparado para cada tiempo
de irradiacion.
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Figura 27. Representacion grdfica de las concentraciones de nucledsidos dafiados y reparados en funcion del tiempo de
irradiacién con SiO, NPs para los experimentos: A) Experimental: dA B) Control: sdA C) Experimental: &dC D) Control: &dC E)
Experimental: &dG F) Control: &dG
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Al comparar las irradiaciones experimentales (Figura 27 A, C y E) con las irradiaciones control
(Figura 27 B, D y F), se observa reparacion tanto en presencia como en ausencia de oxigeno,
evidenciando que el 'O no es la vinica especie implicada en el mecanismo de reparacion de los -
aductos por el rosa de Bengala.

Analizando en los cromatogramas la concentracion final de e-aductos (7abla 5) y la cinética de
reparacion, se puede afirmar que no existen datos que demuestren la mejor reparacion de los &-

aductos en presencia de oxigeno, al menos para las irradiaciones con edA y &dC.

Tabla 5. Concentracion de s-aducto a tiempos finales (t) de irradiacion en presencia de rosa de Bengala

experimental control
edA (t=120 min) 12,3 uM 4,9 uM
edC (t =120 min) 9,5 uM 10,1 uM
€dG (t =25 min) 0,3 uM 0,7 uM

En las irradiaciones con &dG, si que cabe destacar que la velocidad a la que se consume £dG es mayor
en las experimentales, consumiéndose un 67,2% de €dG en los primeros 5 minutos. Mientras que en el
control la reduccion en esos primeros 5 minutos es del 11,9% del total de edG.

También conviene destacar que el rendimiento de reparacion de los e-aductos es mayor en presencia
de oxigeno, al menos para las irradiaciones con edA y &dC, es decir en el caso del experimental como
se observa en la Tabla 6. En estos casos se observa el doble de concentracion generada tanto de dA
como de dC en el experimental respecto al control. Para las irradiaciones con £dG, las concentraciones
finales del nucledsido reparado son similares tanto en el experimental como en el control

Tabla 6. Concentracion de nucledsido reparado a tiempos finales (t) de irradiacion en presencia de rosa de Bengala

experimental control
€dA (t=120 min) 3,6 uM 1,0 uM
€dC (t=120 min) 14,5 uM 8,1 uM
€dG (t =25 min) 4,9 uM 5,6 uM

Tomando como referencia las irradiaciones experimentales, se observa que globalmente existe una
mayor reparacion en los experimentos con edG (Figura 27E) que con el resto de e-aductos ya que su
consumo es mayor. Por ejemplo, tras 15 minutos de irradiacion el consumo total del dafio es: para edG
de un 93,0% mientras que para edA y edC es 10,1% y 2,5%, respectivamente.

Aun asi, si se hace un balance de masas entre el consumo de los e-aductos y la concentracion de los
nucleosidos reparados, se observa que este no es cuantitativo. Por ejemplo, para edA y &dC
experimentales, al final de la irradiacion se consume aproximadamente un 50% tanto de edA y &dC,
pero por otra parte se ha reparado un 14% de la cantidad inicial de e-aductos en dA y un 71% reparado
de dC. Estos desbalances podrian ser explicados por la presencia de impurezas o la formacion de
subproductos en las irradiaciones. No obstante, si se observan los cromatogramas de las Figura 264 y
26C, no se observa ningun indicio de que se hayan formado subproductos con una absorbancia a la
longitud de onda de deteccion.

Para el caso de edG, aunque la tendencia en cuanto al balance de masas es parecida, en su cromatograma
si que se observan picos de algunos subproductos, uno en el minuto 6 del tiempo de irradiacion y el
segundo a 10 min. Esto es debido a que dG es la base del ADN con un menor potencial de oxidacion,
es decir la mas facil de oxidar. Por lo tanto, los subproductos que se observan en el cromatograma de
la Figura 26 E y F podrian ser debidos a una “segunda” oxidacién de dG por el rosa de Bengala. Por
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eso, nunca se alcanzan concentraciones altas de dG, puesto que cuando este se forma, se oxida
rapidamente dando lugar a subproductos como la 8-0x0-2'-desoxiguanosina (conocida como 8-0x0-dG).

Debido al bajo volumen de SiO,-RB NPs obtenido en la sintesis, solo se pudo realizar una réplica por
cada tipo de irradiacion, por lo que, con el fin de corroborar la significancia estadistica de estos
resultados, seria conveniente realizar mas réplicas de estas en las mismas condiciones.

4.2.2. Reparacién de aductos de eteno con Ag@SiO>-RB NPs

Tras los calibrados, se procedid a preparar y a realizar las irradiaciones de las Ag@SiO,-RB NPs con
e-aductos. Se prepararon un total de 6 irradiaciones, dos irradiaciones por cada tipo de nucledsido
dafiado (edA, edC y &dG) en el que una de ellas se realiz6 en condiciones aerobicas (experimental) y
la otra en anaerobiosis (control). Teniendo en cuenta la concentracion final de RB en las Ag@SiO,-RB
NPs era de 0,9 mM, se pretendia adicionar en el vial de irradiacion los voliimenes necesarios para que
la ratio de concentraciones entre los e-aductos y el RB de las nanoparticulas fuera de 2:1,
respectivamente (20 uM de e-aductos y 10 uM de RB). No obstante, debido a un error experimental, la
ratio adicionada fue de 8:3, habiendo en cada irradiacién una concentracion del &-aducto
correspondiente de 8 uM y 3 uM de RB.

A: Experimental
B: Control

0 12

s 1
dG  teenis (min)

12 1" 16 18

dG Subpredue &dG

Figura 28. Representacion grdfica en cascada de los espectros cromatogrdficos de HPLC obtenidos a diferentes tiempos de
irradiacién con SiO, NPs para los experimentos: A) Experimental: &dG B) Control: &dG

Se corroboré en todos los experimentos, que conforme aumentaba el tiempo de irradiacion, iba
aumentando el area de un nuevo pico cuyo tiempo de retencion correspondia al del nucledsido reparado
e iba disminuyendo el area del pico del e-aducto (Figura 28).

Finalmente, se midieron las areas de cada pico en cada tiempo de la irradiacion y mediante las rectas de
calibrados expresadas en la Figura 13 del apartado 3.1.4 de Materiales y Métodos, se obtuvieron las
concentraciones correspondientes. En la Figura 29, para cada experimento, se represento la
concentracion resultante del nucleésido dafiado y reparado para cada tiempo de irradiacion.
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Figura 29. Representacion grdfica de las concentraciones de nucledsidos dafiados y reparados en funcion del tiempo de
irradiacién con Ag@SiO, NPs para los experimentos: A) Experimental: &dA B) Control: sdA C) Experimental: &dC D) Control:

&C E) Experimental: &dG F) Control: &dG
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Cabe destacar que, tanto en las irradiaciones de edA y edC experimentales como en las irradiaciones
control (Figura 294-D), la concentracion de e-aducto inicial ~ 8 uM se mantiene mas o menos estable
conforme pasa el tiempo de irradiacion. La concentracion de nucledsidos reparados generados, aunque
sea detectable y aumente ligeramente conforme pasa el tiempo de irradiacion, sus valores son muy
pequeiios, inferiores en todas las irradiaciones a 1 uM.

En cuanto a edG (Figura 29E y 29F), la concentracion generada de dG no aumenta de la misma manera
en la que disminuye la concentracion de edG, lo que podria ser explicado, en parte, por la formacion de
subproductos en el proceso de reparacion (Figura 284 y B) como se ha explicado en el apartado anterior.

A pesar de ello, para los tres e-aductos se observa un rendimiento de reparaciéon muy bajo esto puede
ser explicado por la poca cantidad de rosa de Bengala frente a la cantidad de e-aducto. Comparando
estos experimentos con los realizados con las SiO,-RB NPs, la concentracion de rosa de Bengala
conjugado a las Ag@SiO,-RB NPs (3 uM) es muy inferior a los 10 uM adicionados en las irradiaciones
con las Si0,-RB NPs del apartado 4.2.1., por eso, el rendimiento de reaccion es mayor para las SiO,-
RB NPs. La baja concentracion de rosa de Bengala en las Ag@SiO, NPs produce una cantidad reducida
de oxigeno singlete, que ademas tendra una probabilidad reducida de reaccionar con los g-aductos antes
de desactivarse.

Asi, debido al error experimental que llevo a tener distintas ratios de rosa de Bengala: e-aducto, no es
posible comparar la efectividad de las Ag@SiO,-RB NPs frente a las SiO,-RB NPs.

Como pasaba en las irradiaciones con las SiO, NPs, en las irradiaciones control para Ag@SiO, NPs se
observa una pequefia diferencia entre el total de e-aducto reparado, siendo la conversiéon mayor para las
irradiaciones experimentales que para los controles donde no hay oxigeno molecular, excepto en las
irradiaciones con dG.

Debido al bajo volumen de Ag@SiO, NPs obtenido en la sintesis, solo se pudo realizar una réplica por
cada tipo de irradiacion, por lo que, con el fin de corroborar la significancia estadistica de estos
resultados, seria conveniente realizar mas réplicas, en las concentraciones y ratios adecuadas de
reactivos.
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5. Conclusiones

)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Sintesis y modificaciones de las nanoparticulas de 6xido de silice con rosa de Bengala
conjugado a su superficie (SiO,-RB NPs) y de nanoparticulas de plata recubiertas con 6xido de
silice con rosa de Bengala conjugado a su superficie (Ag@SiO,-RB NPs) realizadas
correctamente y demostrado mediante su caracterizacion.

A pesar de la baja concentracion de Ag@SiO»-RB se observa una pequefia tendencia de
reparacion de los nucledsidos con aductos de eteno como consecuencia de la irradiacion de estas
nanoparticulas. No se evidencian diferencias muy significativas entre los experimentos llevados
a cabo en condiciones anaerdbicas y aerdbicas. Demostrando que el 'O no es la unica especie
implicada en la reparacion de los e-aductos.

Reparacion de los nucledsidos con aductos de eteno en presencia de las NPs de SiO,-RB en
condiciones aerobicas y anaerdbicas, aunque con mayor rendimiento bajo la presencia de
oxigeno debido a la produccion de oxigeno singlete.

Supuesta mayor velocidad de reparacion de los aductos de eteno en las irradiaciones con el
nucleosido 1-N2-etileno-2’-desoxiguanina (edG) ya que, entre todas las bases nucleicas, la base
con un potencial de oxidacién mas bajo y por tanto mas facil de oxidar es la guanina. Se piensa
que en el caso de los g-aductos esta tendencia podria reproducirse.

Por ultimo y como se ha comentado con anterioridad, se ha observado una menor reparacion en
las irradiaciones con las Ag@SiO»-RB NPs. Este menor nivel de reparacion fue debido, no a un
menor nivel de eficacia demostrado de reparacion por parte de estas nanoparticulas, sino a una
menor concentracion de rosa de Bengala conjugado a las NPs adicionado (8 uM de g-aducto :3
uM de RB conjugado a las NPs para las irradiaciones con Ag@SiO,-RB NPs vs 20 uM de &-
aducto:10 uM de RB conjugado a las NPs para las irradiaciones con SiO,-RB NPs). Con el fin
de poder demostrar la mayor o menor eficacia de estas NPs en la reparacion de los aductos de
eteno, seria necesario repetir las irradiaciones con las Ag@SiO,-RB NPs con la misma ratio de
concentraciones que en las irradiaciones SiO,-RB NPs.

El consumo de e-aducto bajo condiciones anaerobicas implica la existencia de un mecanismo
de reparacion diferente al que implica al 'O,.

Debido al poco volumen disponible de NPs sintetizado y con el fin de obtener conclusiones con
significancia estadistica, es necesario realizar réplicas de cada una de las irradiaciones.
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