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I. Introduccion

I.1. JUSTIFICACION DEL TRABAJO

Las sondas fluorescentes son ampliamente usadas para el etiquetado de
células y tejidos, asi como para modificar aminoacidos, péptidos, proteinas,
oligonucledtidos, acidos nucléicos, carbohidratos y otras moléculas biologicas, al
objeto de que fluorezcan y puedan ser detectadas con técnicas espectrofluorimétricas
y microscopicas. De entre todos las sondas, aquellas modificadas para reaccionar
especificamente con grupos amino son las mas usadas para preparar bioconjugados
para immunoquimica, histoquimica, deteccion de hibridacion in situ (FISH),
deteccion de células, enlaces a receptores y otras aplicaciones bioldgicas (Lu et al.,
2009), aunque pueden sintetizarse con grupos reactivos selectivos a otros grupos
funcionales, como tioles (Kunzelmann y Webb, 2010). Ademas, en la actualidad el
uso de sondas fluorescentes también permite captar imagenes de tejidos y células de
diferentes tipos. Estas técnicas fluorescentes se estan desarrollando en los ultimos
afios para obtener imagenes del interior de las células, por ejemplo, de células
cancerigenas vivas sin que interfieran las sanas, algo muy util para su estudio y
diagnodstico (Kamiya et al., 2007), siendo por tanto, el desarrollo de nuevas y

mejoradas sondas fluorescentes un campo de especial importancia.

Historicamente, una de las moléculas mas utilizadas como marcador
bioldgico ha sido la fluoresceina, ya que posee un elevado rendimiento cuantico de
fluorescencia junto a un alto coeficiente de absorcion molar a 490 nm. Debido a su
gran uso, nuestro grupo de investigacion ha efectuado varios estudios en los que se
emplea este colorante como etiqueta fluorescente, y ha desarrollado diversas
metodologias aplicables al analisis biologico (Yguerabide et al., 1996; Alvarez-Pez et
al., 1997; Talavera et al., 1997, 2000, 2003). La fluoresceina en disolucion acuosa se
presenta bajo cuatro formas prototropicas diferentes en funcion del valor de pH, a
saber; cation, neutro, monoaniéon y dianién. A su vez, la forma neutra se presenta
bajo tres formas tautoméricas; lactona, cetona y zuiterion. Los coeficientes de
absorcion molar y los rendimientos cudnticos de fluorescencia son muy distintos para
las diferentes especies prototropicas. A pH cercano al fisioldgico solo tiene lugar el

equilibrio monoanién-dianidon y ambas especies presentan espectros de absorcion y
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1. Introduccidon

de fluorescencia diferentes. El dianidén posee mayor coeficiente de absorcion molar y
rendimiento cuédntico que el monoanién y esto provoca una gran sensibilidad de la

sefial fluorescente frente al pH.

Hace algunos afos se abordd un proyecto de investigacion en nuestro grupo
para estudiar las reacciones de transferencia protonica en el estado excitado (ESPT)
entre el monoanién y dianiéon de fluoresceina, mediante fluorimetria en estado
estacionario (Yguerabide et al., 1994). Una vez demostrado que la reaccion ESPT
tiene lugar, se propuso un modelo en dos estados excitados en presencia de un
dador/aceptor protonico, deduciendo las expresiones teodricas derivadas del modelo,
que fueron utilizadas para recuperar los pardmetros cinéticos y espectrales del
sistema estudiado. Los resultados muestran que los dos tiempos de vida de
fluorescencia se hacen dependientes del pH y de la concentracion de fosfatos, tal y

como predice la teoria elaborada (Alvarez-Pez et al., 2001).

Como la fluoresceina se emplea asiduamente en el etiquetado de proteinas y
¢stas pueden contener aminoacidos con grupos dadores/aceptores protonicos,
también se abordd el estudio de las interacciones entre el citado colorante y un
modelo de aminodcido con un grupo dador/aceptor protonico libre (N-acetil-
aspartico). Este sistema resultd tan complejo que, para recuperar los parametros
cinéticos y espectrales, se necesitd aplicar el analisis global compartimental (GCA),
una poderosa herramienta que permite analizar una superficie de decaimientos de
fluorescencia recogidos a diversas longitudes de onda de excitacion y de emision y a
distintos valores de pH (Crovetto et al., 2004). Seguidamente, se realizo un estudio
tedrico para proponer las condiciones experimentales necesarias para que los
parametros recuperados mediante GCA fueran identificables de forma unica (Boens

etal., 2004).

Debido al uso en aumento de las técnicas fluorimétricas en los analisis
quimicos y bioldgicos, se ha generado una extensa investigacion sobre nuevos y
mejorados fluor6foros. Entre estos se encuentra el derivado fluorado de la
fluoresceina, 2°,7’-difluorofluoresceina (Oregon Green 488) que tiene mayor

fotoestabilidad que la fluoresceina y la estd desplazando de su uso habitual como
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I. Introduccion

etiqueta fluorescente de biomoléculas. Con este sistema se realizo la extension del
modelo cinético a un sistema en tres estados excitados sucesivos, ya que los valores
de pK, entre las 4 especies prototropicas en el estado fundamental son bastante
préoximos entre si, lo que permite que a un pH adecuado existan simultaneamente tres
especies prototropicas (Orte et al., 2005¢). Se debe aclarar que las reacciones en el
estado excitado en la 2’,7’-difluorofluoresceina (OG-488) son promovidas por las
especies dadoras/aceptoras protonicas del tampon formado por acido acético y
acetato sodico. En resumen, la presencia de estas reacciones ESPT modula los
decaimientos de fluorescencia de la fluoresceina y de sus derivados, mostrando
diferentes tiempos de decaimiento en funcion tanto del pH, como de la concentracion

de tampon.

En el afio 2005 se sintetizaron varios derivados de fluoresceina llamados
Tokyo Green (TG) (Urano et al., 2005). En varios de estos derivados se ha
reemplazado el grupo carboxilo del acido benzoico por un grupo metilo o metoxi, lo
cual implica que solo puede existir una forma anioénica, lo que disminuye el numero
de especies prototropicas en disolucion y simplifica el numero de equilibrios entre
ellas. Ademas, entre estos derivados, el 9-[1-(2-metoxi-5-metilfenil)]-6-hidroxi-3H-
xanten-3-ona (TG-I) y el 9-[1-(2-metil-4-metoxifenil)]-6-hidroxi-3H-xanten-3-ona
(TG-II) se pueden considerar como sondas fluorescentes “on/off” alrededor del valor
de pH fisiologico, ya que el anidon fluorece con intensidad aceptable a pHs
ligeramente basicos, mientras que el rendimiento cuantico de la forma neutra, a pHs
ligeramente 4acidos es practicamente cero. Esta caracteristica, en principio, hace
interesante el estudio de las reacciones ESPT de estos derivados mediadas por un
dador/aceptor de protones adecuado, ya que, en determinadas aplicaciones y
condiciones experimentales pueden mostrar un solo tiempo de vida pudiéndose

emplear como sondas fluorescentes.

Por todas las ventajas anteriormente citadas y en base a los motivos
expuestos, en esta Memoria se propone la sintesis de un nuevo derivado de los TG
anteriormente mencionados. En el disefio del citado derivado de los TG propuesto, se

buscé la presencia en su estructura de un grupo éster, para su posible uso como
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1. Introduccidon

colorante fluorescente intracelular (Haugland et al., 2005). Como es conocido, los
derivados ésteres muestran una mayor permeabilidad celular, debido a la proteccion
de los grupos hidrofilicos. Tras la permeabilizacion de éstos al interior de las células,
los grupos ésteres pueden ser hidrolizados por las esterasas intracelulares, y en esta
reaccion de hidrolisis se originan acidos carboxilicos que quedan retenidos en el
interior de las células, debido a la imposibilidad de estos grupos hidrofilicos de
atravesar las membranas celulares (Woodroofe et al., 2005). Ademas de la aplicacion
como marcadores celulares, las sondas sensibles a esterasas han sido aplicadas en
multitud de estudios de viabilidad celular, citotoxicidad, etc. (Haugland et al., 2005),
y en este sentido, muchas de las sondas fluorescentes desarrolladas sensibles a
esterasas son derivadas de la fluoresceina (Caturla et al., 2004) o rodamina

(Chandran et al., 2005).

Debido a que tras la reaccion de hidrdlisis de las esterasas celulares se origina
el derivado acido carboxilico de dicho fluor6foro, y ademads, debido a la escasa
informacion disponible sobre estos compuestos, se plantea en esta Memoria el
estudio fotofisico detallado del derivado acido carboxilico, al objeto de aportar la
informacion cuantitativa necesaria para su utilizacion como colorante fluorescente
intracelular o como etiqueta fluorescente de biomoléculas. Para ello, se aplicara el
andlisis global compartimental (GCA) al sistema en dos estados excitados que se
planteara en las cercanias del pH fisioldgico, al objeto de recuperar los parametros

cinéticos y espectrales correspondientes.

Finalmente, tras la modificacion de dicho derivado del TG para la obtencion
del éster de succinimido, muy activo frente a grupos aminas primarias, se etiquetaran
cadenas sencillas de 4cidos nucléicos para detectar su hibridacion en medios

homogéneos.

En resumen, el objetivo final de esta Memoria es servir como base para una
interpretacion mas correcta de la sefial fluorescente en las aplicaciones donde los
Tokyo Green se presenten como mejores alternativas al uso de otros colorantes, asi
como comprobar la capacidad de estos colorantes para ser utilizados como sondas

fluorescentes en el etiquetado de moléculas de interés bioldgico.
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I. Introduccion

I.2. DERIVADOS DE LA FLUORESCEINA. TOKYO GREEN-I,
TOKYO GREEN-II1' Y OTROS DERIVADOS

1.2.1. USOS DE LA FLUORESCEINA

Los oxixantenos (fluoresceina y sus derivados) son ampliamente utilizados
como fluordforos, en laseres de colorantes y como reactivos analiticos (Ebato et al.,
1994; Zeng et al., 1994). La fluoresceina es probablemente la sonda fluorescente mas
usada hoy dia. Posee un gran coeficiente de absorcion molar, excelente rendimiento
cuantico y buena solubilidad en agua. Tiene un méaximo de absorcion a 490 nm,
cercano a la linea del laser de argén (488 nm) y un méaximo de emision a 514 nm
(figura I.1). Su rendimiento cuantico de fluorescencia es 0.94, a 22°C, en disolucion
acuosa de NaOH 0.1 M (Haugland, 2002). Adicionalmente, la posibilidad de
prepararla con un alto grado de pureza hace que se emplee como fluoroforo de
referencia. La fluoresceina ha sido muy utilizada en microscopia confocal con
barrido laser (Miller et al., 1994; Wells y Johnson, 1994) y en citometria de flujo
(Vermes et al., 1995; Feldhaus et al., 2003). Ademas es quizas el colorante mas
empleado en el etiquetado de macromoléculas y macroestructuras de interés
bioldgico, lo que se consigue mediante la sintesis de ciertos derivados activos frente
a determinados grupos quimicos especificos. Los derivados mas empleados han sido
el isotiocianato y el éster succinimido, que reaccionan facilmente con aminas
primarias. Las macromoléculas etiquetadas con fluoresceina se pueden detectar con
una gran sensibilidad, por lo que han sido muy utilizadas en combinacién con
técnicas de separacion como la electroforesis (Smith et al., 1986; Abler et al., 1997,
Chen y Chrambach, 1997; Cheng y Dovivhi, 1998). El solapamiento espectral con
otros fluoréforos, como el bromuro de etidio o la tetrametil-rodamina, permite
utilizarla en procesos que implican transferencia resonante de energia. Asi, se ha
usado para medir distancias entre macromoléculas doblemente etiquetadas (Murchie
et al., 1989) o en la deteccion de interacciones entre macromoléculas, como puede
ser en la deteccion de la hibridacion de ADN en medios homogéneos (Talavera et

al., 1997, 2003). Es por tanto, en las areas de bioquimica (Azadnia et al., 1994,
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1. Introduccidon

Pavelavrancic et al., 1994; Nag et al., 1997; Fixler et al., 2003) y genética (Lorite et
al., 1997; Dreider et al., 2002) donde mayor uso se hace de este fluoréforo, aunque
también es destacable su utilizacion en quimica analitica (Miralles et al., 1997;

Zhang et al., 2002).
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Figura I.1. Espectros normalizados de absorcion (==) y emision (==) de la fluoresceina a
pH 9 (Haugland, 2002).

A continuacién, y simplemente como ejemplos de su extendido uso, se
citaran algunos campos de la Ciencia muy diferentes donde se emplea la fluoresceina
como son en conversion de energia solar (Chan y Bolton, 1980), biologia (Yu et al.,
2002), veterinaria (Somanath y Gandhi, 2002), contador cuantico (Demas y Crosby,
1971), microscopia confocal (Miller et al., 1994), citometria de flujo (Cover et al.,
1994; Kasaian et al., 1994; Gratama et al., 1997), determinacion de aminoacidos
(Nouadje et al., 1997; Basarfiez et al., 2002), estudios en proteinas (Slentz et al.,
2003), cuantificacion de ADN (Singer et al., 1997; Wittwer et al., 1997), hibridacion
de ADN (Talavera et al., 1997, 2000, 2003), ADN triple hélice (Ellouze et al., 1997),
deteccion de radicales (Makrigiorgos et al.,, 1997, Bulteau et al., 2002),
microbiologia (Jacobs et al., 1997), parasitologia (Reyes-Lopez et al., 2001; Seabra
et al., 2002), diversas areas relacionadas con la farmacia (Lang et al., 1997; Chiu et
al., 2003; Eaimtrakan et al., 2003; Squires et al., 2003), radioterapia (Berson et al.,
1996), oftalmologia (Shaikh et al., 2003), ingenieria (George y Ponta, 2002; Sharma
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et al., 2003), estudios sobre agua y fondos marinos (Houghtan, 2002; Huang et al.;
2002), neurologia (Li et al., 2002; Sriram et al., 2002) e investigacion médica
(Daxecker et al., 2002; Inoue et al., 2002). También destaca el uso de la fluoresceina
en investigacion sobre temas de actualidad como, la diabetes (Torchinsky et al.,
1997), alcoholismo (Ohki et al., 1996), cancer (Washbrook y Riley, 1997; Goudier et
al., 2002), medioambiente (Regel et al., 2002; Tutundjian et al., 2002), toxicologia
(Schmitt et al., 2002; Turton et al., 2002), agricultura (Fontaniella et al., 2002),
pesticidas (Prater et al., 2002), etc.

1.2.2. LIMITACIONES DE LA FLUORESCEINA

La fluoresceina y sus conjugados en macromoléculas presentan algunos

inconvenientes, entre €stos se pueden citar:

e Su velocidad de fotoblanqueamiento relativamente alta (Song et al., 1995,
1996). En las figuras 1.2, 1.3, 1.4 y 1.5 se muestran algunos ejemplos de este

efecto sobre la fluoresceina y derivados.
=100
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Figura 1.2. Comparacion de la fotoestabilidad de diferentes fluoréforos conjugados con
anticuerpos. Oregon Green 514 (H), BODIPY FL (A), Oregon Green 488 (L) y
fluoresceina (@) (Haugland, 2002).
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Figura 1.3. Anticuerpos etiquetados con fluoresceina, observados mediante microscopia
confocal. Las sucesivas imagenes se tomaron a los 0, 20, 40 y 90 segundos desde el
comienzo de la iluminacion de la muestra. Se observa la rapida pérdida de intensidad de
fluorescencia (Haugland, 2002).

00:01 00:30

Figura 1.4. Células del endotelio de arteria pulmonar bovina etiquetadas con fluoresceina-
faloidina. Las imagenes fueron recogidas en el primer segundo y a los treinta segundos a
partir del comienzo de la iluminacion de la muestra (Haugland, 2002).

Figura 1.5. Citoesqueleto de células endoteliales de arteria pulmonar bovina etiquetado con

fluoresceina-faloidina (fluorescencia verde) y el fluoréforo Cy3 (fluorescencia roja). Las

imagenes se recogieron en intervalos de 30 segundos tras el inicio de la exposicion
(Haugland, 2002).

e Otro problema que presenta la fluoresceina es que su fluorescencia depende

de forma notable del pH del medio en los alrededores de la neutralidad

(Yguerabide et al., 1994; Sjéback et al., 1995). La intensidad de fluorescencia

se reduce significativamente por debajo del valor de pH 7 (figura 1.6), debido

al pK, y a los diferentes rendimientos cuanticos de las especies prototropicas.
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Sin embargo, esta dependencia con el pH ha sido explotada como una ventaja

utilizandose como sonda de pH intracelular (Swietach et al., 2009).

e/ u.a.

Figura 1.6. Comparacion de la dependencia de la fluorescencia con el pH de los fluoréforos
Oregon Green 488 (@) y carboxifluoresceina (O). Las intensidades de fluorescencia se
midieron a las mismas concentraciones de las dos moléculas con excitacion a 490 nm y
emision a 520 nm (Haugland, 2002).

e El espectro de emision de fluorescencia es relativamente ancho, lo que limita
su aplicacion en microscopia confocal multicolor.

e La fluorescencia de la fluoresceina (y otros muchos fluor6éforos) se ve
reducida alrededor de un 50% con la conjugacion a biopolimeros. Ademas,
mayores grados de sustitucion en la macromolécula no mejoran la
fluorescencia, ya que la proximidad entre los fluoréforos origina un sensible
quenching de fluorescencia (Zuk et al., 1979; Chen y Knutson, 1988; Chapple
et al., 1990; Talavera et al., 1997) (figura 1.7).
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Fluoresceina

FITC

Fluoroforos / Proteinas (mol:mol)

Figura 1.7. Fluorescencia relativa en funcion del numero de fluoréforos unidos por
proteina, preparados empleando ésteres succinimidos de los acidos carboxilicos del Oregon
Green 514 (M), Oregon Green 488 (@), fluoresceina (O) e isotiocianato de fluoresceina

(FITC), (LJ) (Haugland, 2002).

e La fluoresceina presenta un decaimiento biexponencial en los alrededores del
pH fisiologico (Alvarez et al., 2001) (figura 1.8), lo que dificulta su
aplicacion en las técnicas de fluorescencia basadas en la medida de los

tiempos de vida de los colorantes, como es el caso de la microscopia de

imagenes de tiempos de vida de fluorescencia (FLIM).

4.0 |-
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Figura 1.8. Tiempos de vida de la fluoresceina en un rango de valores de pH alrededor de
7.00, regulado con tamp6n de fosfatos 1 mM. En la grafica insertada, se observa un rango
de valores de pH mas amplio. A partir de un valor de pH 7.70 tiene un tnico tiempo de vida

(Alvarez-Pez et al., 2001).

pH
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El fotoblanqueamiento y la dependencia de la fluorescencia con el valor del
pH hacen que las medidas cuantitativas sean a veces problematicas. Como es logico,
la relativamente alta velocidad de fotoblanqueamiento limita la sensibilidad de los
analisis, como asi sucede por ejemplo en secuenciacion de ADN o en la deteccion de
la hibridacion de ADN en medios homogéneos (Talavera et al., 2000). Sin embargo,
como se ha indicado anteriormente, es posible utilizar estas caracteristicas como una
ventaja, ya que, el cambio producido en la emision fluorescente permite utilizar a la
fluoresceina como sensor de pH o incluso como sensor de aquellos parametros que
alteren la proporcion entre los estados prototropicos implicados (Alvarez-Pez et al.,

2001).

Con objeto de aprovechar al maximo estas propiedades, se ha despertado un
gran interés en el desarrollo de fluor6foros alternativos con mayor sensibilidad al
medio. Sin embargo, la disponibilidad de multiples dispositivos optimizados para la
deteccion de la fluorescencia de la fluoresceina, como filtros opticos y la proximidad
entre el maximo de absorcion de la fluoresceina con la linea espectral de 488 nm del
laser de i6n de argon, ha motivado que se hayan buscado, y se busquen, sustitutos

con caracteristicas espectrales similares.

1.2.3. DERIVADOS DE LA FLUORESCEINA

A lo largo de los afios, se han venido sintetizando y empledndose en
diferentes aplicaciones un gran numero de derivados de la fluoresceina. Ejemplos de
los mas empleados en el etiquetado de macromoléculas, citologia e
inmunohistoquimica son la 5-carboxifluoresceina y sus ésteres 3-succinimidicos (y
sus isémeros en posicion 6), S-iodoacetamidofluoresceina e isotiocianato de
fluoresceina (esquema 1.1), aunque estos derivados y sus conjugados con
macromoléculas, como se menciond anteriormente, presentan los mismos problemas
que la fluoresceina. Estos derivados son los denominados reactivos, ya que son los
que se utilizan directamente para el etiquetado de moléculas con el fluorédforo,

mediante una reaccion quimica de este grupo reactivo, con otro especifico de la
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estructura a etiquetar. Por otro lado, los derivados que muestran diferentes isobmeros
(sustituciones en las posiciones 5 6 6) tras su sintesis, pueden presentar ciertas
complicaciones. Los espectros de ambos isdémeros son practicamente indistinguibles,
tanto en longitud de onda como en intensidad, pero sin embargo, la geometria de
union a las macromoléculas cuando se utilicen como etiquetas fluorescentes puede
variar segun el isomero, pudiendo alterar resultados en técnicas tan empleadas como

la cromatografia o la electroforesis en gel.

Como ejemplos de las aplicaciones mas comunes del isotiocianato de
fluoresceina se puede citar su empleo en estudios de hibridacién de acidos nucléicos
(Dirks et al., 1990; Talavera et al., 1997, 2000, 2003). Asimismo, se han separado
péptidos y aminoacidos etiquetados con isotiocianato de fluoresceina mediante
electroforesis capilar, alcanzandose limites de deteccion de unas 1000 moléculas (Wu
y Dovichi, 1989). También se ha empleado para detectar proteinas en gel (Vera et al.,
1988) y en membranas de nitrocelulosa (Houston y Peddie, 1989). Por otra parte, se
ha aprovechado la transferencia de energia entre moléculas de fluoresceina en el

seguimiento del ensamblaje entre distintas subunidades de una proteina (Sims, 1984).

Esteres succinimidos de 5-(y 6-)
carboxifluoresceina

5-iodoacetamidofluoresceina

Esquema I.1. Estructuras quimicas de algunos derivados de fluoresceina.
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Los ésteres succinimidos de fluoresceina permiten la introduccion de brazos
espaciadores hidrofobicos que separan el fluor6foro de la macromolécula etiquetada.
Esta separacion reduce en gran medida el quenching usualmente observado en la
conjugacion biomolécula—fluoréforo. Ademas, los espaciadores permiten una mejor
deteccion secundaria del fluordforo conjugado (Kimura et al., 1992), por ejemplo a

través de anticuerpos especificos.

Otro derivado reactivo de fluoresceina es la 5-(4,6-diclorotriazinil)-
aminofluoresceina, el cual reacciona bastante bien con proteinas (Blakeslee y Baines,
1976) y polisacaridos. Suele emplearse para etiquetar tubulina (Wadsworth y Salmon,
1986).

Una familia interesante de derivados de la fluoresceina son los halogenados.
La halogenacion confiere a las moléculas unas caracteristicas especiales, presentando
algunas diferencias con la fluoresceina. Ejemplos interesantes son la eosina
(2°,4°,5°, 7’ -tetrabromofluoresceina), eritrosina (2°,4°,5’,7’-tetraiodofluoresceina) y la
2°,4° .5, 7’-tetrabromo-4,5,6,7-tetraclorofluoresceina. Estos derivados, tras la
absorcion de luz, sufren un cruzamiento entre sistemas considerable desde el estado
excitado singlete hacia el estado triplete y en consecuencia sus rendimientos
cuanticos de fluorescencia son bastante mas pequefios, pero se pueden emplear
eficazmente como sensibilizadores de oxigeno singlete (Linden y Neckers, 1988;
Neckers, 1989) y aprovechar sus caracteristicas fosforescentes, midiendo por ejemplo
las propiedades rotacionales de proteinas, membranas y otras biomoléculas en
disolucion utilizando medidas de anisotropia de fosforescencia (Ludescher, 1990;

Stein et al., 1990; Matayoshi et al., 1991).

Unos derivados halogenados de fluoresceina de gran interés en el campo de la
genética son la 6-carboxi-4’,5’-dicloro-2’7’-dimetoxifluoresceina, la 6-carboxi-
2,47, 7 -tetraclorofluoresceina y la 6-carboxi-2’,4,4°,5,7,7’-hexaclorofluoresceina
(esquema 1.2). Estos fluor6foros muestran un amplio desplazamiento batocromico en
sus espectros de absorcién y emision conforme aumenta la sustitucion (figura 1.9). Se
han utilizado en secuenciacion de ADN (Lindqvist et al., 1996; Poltl et al., 1997), en

patologia y medicina forense (Lindgvist et al., 1996) o como sondas para detectar
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hibridacion por transferencia de energia, actuando como dadores, mientras que los

aceptores fueron derivados de la rodamina (Sevall, 2000).

0
COMPUESTO R* R? R®
6-carboxi-4’,5’-dicloro-2’7’-dimetoxifluoresceina Cl OCH; H
6-carboxi-2’,4,4°,5°,7,7 -hexaclorofluoresceina Cl Cl Cl
6-carboxi-2’,4,7,7’-tetraclorofluoresceina H Cl Cl

Esquema 1.2. Estructuras quimicas de ésteres succinimidos de algunos derivados clorados
de fluoresceina (Haugland, 2002).

Intensidad de Fluorescencia {u.a.)

T T T T
500 520 540 560 580 600
Longitud de onda {nm)

Figura 1.9. Espectros de emision normalizados de los ésteres succinimidos de 5-
carboxifluoresceina(=), 6-carboxi-2’,4,7,7’-tetraclorofluoresceina(—), 6-carboxi-4’,5’-
dicloro-2’,7’-dimetoxifluoresceina(==) y 6-carboxi-2’,4,4’,5°,7,7’-hexaclorofluoresceina (=)
(Haugland, 2002).
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Dentro de este grupo se encuentra la 2’°,7’-diclorofluoresceina. Este
fluoréforo es también bastante conocido, y en sus caracteristicas fundamentales se
combinan los efectos de los atomos de cloro, por ser sustituyentes electronegativos y
atomos pesados. La cloracion de la fluoresceina va acompafiada por un
desplazamiento batocrémico de unos 10 nm tanto en los espectros de absorcion como
en los de emision (Haugland, 2002). A principios de los afios 70 Leonhardt et al.
(1971) estudiaron este fluoréforo comparandolo con la fluoresceina. Mediante un
método grafico, encontraron tres constantes en estado fundamental para los
equilibrios acido—base. Ya que los grupos con cardcter acido—base son los mismos
que en la fluoresceina, las especies son, por tanto, equivalentes: cation, neutra,
monoanién y dianion. Los valores de las constantes encontradas fueron pK; = 0.47,
pK, = 3.50 y pKs = 4.95. Se observa como el efecto de la electronegatividad de los
sustituyentes le aporta mas polaridad a la molécula, disminuyendo los valores de pK,
con respecto a los de fluoresceina. Ademas, determinaron graficamente los valores
de pK," y pK3", asumiendo que se llega al equilibrio durante el tiempo de vida de los
estados excitados, y del pK, mediante el ciclo de Forster, reconociendo las

limitaciones del método y la posible falta de sentido fisico.

La 2’,7’-diclorofluoresceina se puede utilizar igualmente como marcador
fluorescente de macromoléculas, a través de sus derivados reactivos, debido a su
menor valor de pK,. No obstante, su campo de aplicacion es bastante mas amplio.
Asi, se ha utilizado en la deteccion de los cambios en el H,O; intracelular (Royall e
Ischiropoulos, 1993) que se producen por la generacion endotelial de oxigeno activo,
lo que se emplea como medida de varias alteraciones patologicas (Freeman et al.,
1986; Brigham et al., 1987; Kvietys et al., 1989). Esta aplicacion se ha desarrollado
ampliamente y en la actualidad la 2°,7’-diclorofluoresceina es un indicador esencial
en el estudio de oxigeno reactivo in Vvivo, estrés oxidativo, etc., como se evidencia
por los centenares de trabajos publicados en estos temas en los ultimos afios. A modo
de ejemplo, y sin pretender profundizar mas en el tema, se citard el trabajo de

Chignell y Sik (2003) por ser una revision extensa al respecto.

La medida del valor de pH de ciertos organulos celulares, cuyo pH es acido,

también es un uso comun de la 2’°,7’-diclorofluoresceina. Debido a sus valores de

Tesis Doctoral Patricia Lozano Vélez 17



1. Introduccidon

pKa, la zona de mayor dependencia de la absorcion y emision del fluoréforo con el
pH es precisamente el intervalo de acidez moderada. Estos organulos celulares de pH
acido tienen diversas funciones dentro de la célula, asi por ejemplo, pueden activar
enzimas y funciones proteicas, que serian demasiado lentas a pH neutro,
favoreciendo asi el metabolismo celular. Debe resaltarse que el pH anormalmente
bajo en lisosomas se ha relacionado con determinadas patologias, por ejemplo en
algunas células tumorales (Montcourrier et al., 1994). El derivado dicarboxilico
también fue utilizado como sonda de pH en diversos organulos celulares acidos por
Nedergaard et al. (1990). Estos autores emplearon el derivado diacetilado, ¢l cual se
hace permeable a las membranas, pudiendo entrar en el citosol del orgéanulo.
Asimismo, se ha medido el pH del citosol y vacuolas de plantas y levaduras (Roberts

etal., 1991).

También se ha empleado la 2°,7’-diclorofluoresceina en quimica analitica.
Safavi la utiliza para realzar la quimioluminiscencia en sistemas de determinacion
por inyeccion en flujo, por ejemplo para hidrazina (Safavi y Baezzat, 1998) y sulfuros
(Safavi y Karimi, 2002).

Otra aplicacion analitica de la 2°,7’-diclorofluoresceina, no relacionada con el
etiquetado de biomoléculas, es el trabajo de Gong y Gong (1999), quienes
desarrollaron un método fluorimétrico para la determinaciéon de tiocianato basado en
la formacion de una especie poco fluorescente entre el I, y la 2°,7-

diclorofluoresceina. Cuando se afiade el i6n tiocianato ocurre la siguiente reaccion:
SCN +41,+4H,0 > ICN+SO,~ +8H + 71

Al reaccionar el I, se libera la 2’,7’-diclorofluoresceina del complejo
formado, con el consecuente aumento de la intensidad de fluorescencia de la mezcla.
Al estar bien definida la estequiometria de la reaccion anterior, puede relacionarse
facilmente la cantidad de SCN™ presente en la mezcla con la fluorescencia de la
disolucion. Estos autores aplicaron este método a la determinacién de SCN™ en suero

y en saliva, siendo esto un marcador para la identificacion de fumadores y no

fumadores (Cai y Zhao, 1988).
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Existe una gran cantidad de derivados de la fluoresceina y sus aplicaciones
son muy diversas. Hasta ahora se ha dado una vision mas o menos global de algunos
de estos derivados y se han puesto ejemplos de distintas aplicaciones descritas en
diferentes ramas de la Ciencia, pero no es motivo de esta Memoria desarrollar con
mayor profundidad este campo. En la proxima seccion nos centraremos en una nueva
familia de fluoroforos, los Tokyo Green, recientemente sintetizados por Urano et al.,

(2005).
1.2.3.1. Familia de los Tokyo Green

Los denominados Tokyo Green son unos nuevos colorantes derivados de la
fluoresceina que se han sintetizado con objeto de mejorar las propiedades fotofisicas
de aquella para su empleo como sensores fluorescentes. La caracteristica
fundamental comunmente buscada en las sondas fluorimétricas es que su
fluorescencia antes de reaccionar o enlazarse a una biomolécula sea practicamente
nula, pero que resulte altamente fluorescente después de la reaccion o enlace, aunque
el hecho contrario también tiene un alto interés. Esto hace que continuamente se
busquen colorantes fluorescentes “on/off”, es decir, que bajo determinadas
condiciones posean una fluorescencia considerable, mientras que bajo otras
circunstancias no presenten ninguna fluorescencia. Hasta hace unos afos, no era
conocido el mecanismo de la caracteristica “on/off” de algunos derivados de la
fluoresceina, ya que solo estaba accesible una informacion empirica limitada de sus
propiedades fluorescentes (Munkholm et al., 1990). Sin embargo, recientemente se
ha demostrado que en la fluoresceina enlazada a un sistema dador-aceptor, la
transferencia electronica fotoinducida determina los rendimientos cudnticos
fluorescentes (Miura et al., 2003), lo que ha servido de base para la sintesis de

nuevos colorantes “on/off”” derivados de ésta.

La molécula de fluoresceina consta de dos partes bien diferenciadas, el grupo
xanténico, que es el que se excita directamente con luz correspondiente a la zona del
visible y el grupo benzoico, que resulta excitado por luz ultravioleta. Ambas mitades
son ortogonales entre si (figura 1.10) y no existe ninguna interaccion entre ellas ni en

el estado fundamental ni en el excitado (Orte et al., 2005c). Desde el trabajo de
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Linqgvist y Lundeen (Lindqvist y Lundeen, 1966; Fink y Willis, 1970), se ha supuesto
que la presencia del grupo carboxilo era indispensable para el alto rendimiento
cuantico de la fluoresceina. Esta suposicion ha sido rebatida por Urano et al. (2005)
quienes han demostrado que el grupo carboxilo no juega un papel predominante en
las propiedades fluorescentes de la molécula de fluoresceina, exceptuando el hecho
de que mantiene ortogonales a las mitades bencénica y xanténica, en otras palabras,
el grupo carboxilo puede reemplazarse por otro grupo funcional (figura [.11). En su
trabajo, los mencionados autores también calcularon los rendimientos cuanticos de
algunos de los derivados de la fluoresceina que carecen del grupo carboxilo, y sus
resultados indicaron que cuando la mitad xanteno de los derivados estd protonada (a
pH acido o neutro) el rendimiento cudntico de fluorescencia es igual o muy cercano a
cero, mientras que a pH alcalino el rendimiento cuantico de la correspondiente forma
anionica es similar al de la fluoresceina. Como se ha indicado anteriormente y tal
como se muestra en la figura I.11, el hecho de que, tanto la fluoresceina como el 2-
MeTokyo Green tengan idénticos rendimientos cudnticos, sugiere que el pequefio
grupo metilo es suficiente para mantener las porciones bencénica y xanténica

ortogonales.

Porxcion
hencénica

Porcion
Xanténica 3

Figura 1.10. Estructura de la fluoresceina dividida en dos partes: la porcion bencénica y la
porcion xanténica.
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Fluoresceina Hidroxifenilfluorona 2-Me Tokio Green
Ex/Em = 492 /511 nm Ex/Em = 493 / 513 nm Ex/Em= 491/ 510 nm
g =0.85 by =0.20 oy =0.85

Figura 1.11. Caracteristicas espectrales tras la sustitucion del grupo carboxilico de la
fluoresceina por otros grupos funcionales. (Urano et al., 2005).

En base a estas consideraciones, Urano et al. (2005) sintetizaron varios
derivados a los que denominaron Tokyo Green, en los que modificaron la densidad
electronica de la porcidon bencénica introduciendo grupos metilo y metoxi (figura
1.12). El hecho de que los maximos de absorcion y emision de los Tokyo Green y de
la fluoresceina no estén casi alterados indica que las interacciones en el estado
fundamental entre la porcion bencénica y la xanténica es minima en todos ellos. Por
otro lado, el rendimiento cuéantico se puede variar considerablemente, dependiendo
del potencial de oxidacion y el nivel de energia HOMO de la porcidén bencénica.

Todas estas observaciones se recogieron en la tabla I.1.
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Tabla 1.1

Propiedades fotofisicas de los Tokyo Green. (Urano et al., 2005).

Potencial

: Excitacion Emision Energia
Derivado . . de ¢ )
Tokyo Green max. max. oxidacion Aol H=13 pH=34
y (nm) (hartrees) pH= pH=s.
2-Me 491 510 2.19 -0.2356 0.847 0.319
2,4-DiMe 491 510 2.08 -0.2304 0.865 0.307
2,5-DiMe 491 510 1.98 -0.2262 0.887 0.319
2-OMe 494 515 1.75 -0.2174 0.860 0.076
2-Me-4-OMe 492 509 1.66 02141  0.840  0.010
(TG-1I)
2-OMe-5-Me 494 514 1.57 202098  0.500  0.004
(TG-I)
2,4-DiOMe 494 513 1.44 -0.2063 0.200 0.001
2,5-DiOMe 494 512 1.26 -0.1985 0.010 0.000
Fluoresceina 492 511 - -0.2646 0.85 0.300

Por lo tanto, la posibilidad de reemplazar el grupo carboxilico de la
fluoresceina por otros sustituyentes ha permitido desarrollar nuevos fluoréforos de
utilidad. Examinando sus propiedades fluorescentes, se observa que poseen grandes
cualidades para su utilizaciéon como sensores fluorescentes. Como se puede observar
en la tabla I.1 y en la figura 1.12, de los nuevos Tokyo Green, el 2-Me-4-OMeTokyo
Green, el 2-OMe-5-MeTokyo Green y el 2,4-DiOMeTokyo Green pueden
comportarse como sondas fluorescentes “on/off” sensibles al valor de pH del medio

en el que se encuentren.
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(pH=3.4)

CH, HyCO HyCO
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BAJA &—————— Densidad electréonica ———> ALTA

Figura 1.12. Comparacion de la fluorescencia de los Tokyo Green con distintos grupos en
la porcion bencénica. La parte bencénica completa junto con sus grupos sustituyentes se
muestran debajo de las fotos (Urano et al., 2005).

e Caracteristicas fundamentales de los Tokyo Green

De la familia de los Tokyo Green, los colorantes mas interesantes y
empleados han sido el 9-[1-(2-metoxi-Smetilfenil)]-6-hidroxi-3H-xantén-3-ona (TG-
I), y 9-[1-(2-metil-4-metoxifenil)]-6-hidroxi-3H-xanten-3-ona (TG-II). Ambos
poseen un rendimiento cuantico muy bajo para la especie neutra, mientras que
mantienen rendimientos relativamente altos, similares a los de la fluoresceina,
cuando estan en su forma anidnica. Se debe resaltar que en todos los casos el TG-II

presenta mayor rendimiento cuantico que el TG-1.

Al ser colorantes de una relativa reciente sintesis, la informacion basica
existente sobre ambos es muy escasa, de hecho, toda la informacién se encuentra
mencionada en el apartado anterior y proviene de Urano et al. (2005). En la tabla 1.1
se recoge la escasa informacion existente de estos colorantes, indicando los méximos
de absorcion y emision. Urano et al. (2005) estimaron un valor del pK, alrededor de

6.2, para ambos compuestos.
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En cuanto a las caracteristicas acido-base en disolucion acuosa del TG-1 y el
TG-II, al sustituirse el grupo acido de la porcidon bencénica por grupos metoxi o
metilo, respectivamente, se deben considerar inicamente tres especies prototropicas
diferentes en disolucion acuosa, a saber: catidnica, neutra y anidnica. Sin embargo,
en la bibliografia no existia ninguna informacion sobre las estructuras de las especies

prototropicas o tautoméricas presentes en disolucion.

Investigaciones mas recientes con colorantes de la familia de los Tokyo
Green son las llevadas a cabo por nuestro grupo de investigacion. Asi, se ha
realizado un estudio detallado de la fotofisica del TG-1 y TG-II, y de las reacciones
de transferencia protdnica en el estado excitado (ESPT) mediados por un tampén de
fosfato entre la forma anidnica (fluorescente) y la forma neutra (poco fluorescente),
obteniéndose mediante la aplicacion del andlisis global compartimental las
constantes de velocidad que describen el comportamiento dindmico del sistema.
(Crovetto et al., 2007; Paredes et al., 2009). Ademas, mediante espectroscopia de
absorcion y de fluorescencia en estado estacionario, se ha analizado la sensibilidad
del pK, aparente a la fuerza i6nica del medio. El trabajo se complementd con el
estudio de la reaccion de transferencia protonica a nivel de moléculas individuales,

que proporciond similares resultados a aquellos obtenidos a nivel de conjunto

(Paredes et al., 2009).

En un articulo posterior se realizd un estudio comparativo de las reacciones
de transferencia protéonica mediadas por aceptor/dador protonico del TG-II en el
estado excitado mediante técnicas fluorescentes convencionales, y en el estado
fundamental mediante la técnica de fluorescencia de moléculas individuales,
conocida como espectroscopia de correlacion de fluorescencia (FCS). El valor de las
constantes cinéticas obtenidas por ambos métodos indicaba la uniformidad del
proceso en estado fundamental y estado excitado, y la necesidad del uso de
aceptores/dadores protonicos adecuados para promover las reacciones en el estado
excitado (Paredes et al., 2010). Este trabajo es de gran importancia, ya que
anteriormente nunca se habian tenido en cuenta las consecuencias que tienen las

reacciones en el estado excitado sobre la funcidn de autocorrelacion.
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e Aplicaciones de los Tokio Green

Al ser tan reciente la sintesis de los derivados TG, han sido pocas sus
aplicaciones hasta la fecha, y ello a pesar de su gran potencial en su empleo como
sensores fluorescentes. Urano et al. (2005) han utilizado el TG-II como sensor de la
actividad P-galactosidasa, uniendo el colorante a la galactosa y formando un TG-3-
Gal, que tiene un rendimiento cudntico muy bajo cuando el grupo alcohdlico de la
porcién xanténica permanece unido a la [(-galactosa. Sin embargo, si la -
galactosidasa se encuentra en el medio, rompe el enlace que une al fluoréforo con el
azucar dejando libre el TG-II en su forma anidnica, lo que origina una fluorescencia

muy intensa a valores de pH alrededor del fisioldgico como muestra la figura 1.13.

OCH,

B—Galactosidasa

pH 7.4

TG-BGal TG-I
(casino fluorece) (altamente fluorescente)

Figura 1.13. Esquema de la reaccion del TG-B-Gal ¢ imagenes antes y después de la
reaccion con [-galactosidasa. (Urano et al., 2005)

El colorante proporciona asi grandes ventajas sobre los sensores utilizados
hasta el momento, especialmente en términos de sensibilidad y de imagenes en
tiempo real en células vivas. Esta aseveracion se comprende si se compara este
nuevo fluoréforo con la di-O-B-galactosa fluoresceina (FDG). La reaccion de ésta

ocurre en dos pasos: primero el FDG se transforma en la mono-O-f-galactosa
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fluoresceina (FMG), de mediana fluorescencia, que finalmente pasa a fluoresceina
(Hofmann et al., 1983; Huang, 1991). Ademas, este incremento de la sefal
fluorescente es muy lento, por lo que la sensibilidad es relativamente baja. Sin
embargo, tanto la velocidad de aparicion de la fluorescencia como la intensidad de la

senal resultan muy altas en el caso de TG-B-Gal.

3580.0 -

TG-BGal

Fluorescencia
8
[=]
[Galactosidasa

100.0

50.0

&6 40 WO 206 W0
Tiempo / min

0.0 1 1 L 1 | 1 1

0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 60.0 70.0
Tiempo / min

Figura 1.14. Comparacion del incremento de la fluorescencia entre el TG-pGal (—) y la
FDG (—) con la adicion de 3-galactosidasa. En la grafica insertada se muestra el aumento
inicial de la fluorescencia. Urano et al. (2005).

Debido a su baja hidrofobicidad, el TG-II es permeable a las membranas
celulares, lo que permite su uso en la captacion de imagenes en células vivas (Urano
et al., 2005). La figura 1.15 muestra la aplicacion del TG-B-Gal y FDG en células
GP293, en los que se ha expresado el gen LNCX2-LacZ (lacZ-positivas), usando las

lacZ-negativas como control. Este gen LacZ codifica la enzima -Galactosidasa.

Como se comprueba, se obtiene una imagen con fluorescencia muy nitida en
células lacZ-positivas, sin necesidad de ningun tipo de fijacion, ni del empleo de
técnicas complicadas para la introduccion del colorante en la célula. Con la FDG,

bajo las mismas condiciones, no aparece sefial alguna.
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TG-B-Gal

GP-293/ laczZ-
positivas

TG-B-Gal

GP-293/ lacZ-
negativas

FDG

GP-293/ lacZ-
positivas

Figura 1.15. Imagen de microscopia de fluorescencia que muestra la actividad p-
galactosidasa en células vivas lacZ-positiva y lacZ-negativas con TG-B-Gal y FDG. En las
dos imagenes de la parte superior se muestra el TG-B-gal en células lacZ-positivas y en las
intermedias se observa el TG-f-gal en células lacZ-negativas. En las dos imagenes de la
parte inferior se muestra el FDG en células lacZ-positivas. A) Imagenes de fluorescencia, B)
imagenes en campo de luz. Se puede observar que el TG-B-gal presenta una mayor
sensibilidad con respecto a FDG. Urano et al. (2005).

Miller et al. (2007) han modificado el TG-II (esquema 1.3) para sintetizar el
Peroxi Green-I (PG-I). Con este compuesto, la accion del H,O, celular ocasiona una
desproteccion del boronato, formandose TG-II en su forma anidnica y provocando un
aumento de aproximadamente diez veces en su intensidad de fluorescencia, lo que se

utiliza para detectar la produccion de H,O, en diferentes sistemas bioldgicos.
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Esquema 1.3. Sintesis del colorante Peroxi Green-I, derivado del Tokyo Green-II (Miller et
al., 2007).

Como ultimo ejemplo, se muestra la capacidad de deteccion de la produccion
natural de H,O, celular que se realizo con células A431, elegidas por su alta
expresion de receptores de factores de crecimiento epidérmico. En la figura [.16A se
observa la débil senal de fluorescencia obtenida con la adiciéon de 5 mM de PG-I en
células A431. Por el contrario, las mismas células activadas con factores de
crecimiento fisiologico mostraron un sensible aumento de la fluorescencia relativa
(figura 1.16b). Los controles de factor de crecimiento sin colorante no mostraron
ninguna sefial fluorescente, concluyendo que PG-I es capaz de detectar H,O,
intracelular producida por el factor de activacion del crecimiento (EGF) (Miller et

al., 2007).

Figura 1.16. Deteccion del H,O, producido en células A431: Imagen confocal fluorescente
de: A) células incubadas con 5 mM de PG-I durante 15 min a 37 °C. (B) células incubadas
con 5 mM de PG-I y estimuladas con 500 ng/mL de EGF durante 15 min a 37 °C.
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1.3.  ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA CON
RESOLUCION TEMPORAL: CONTEO DE FOTONES
INDIVIDUALES CORRELACIONADOS EN EL TIEMPO

Existen dos técnicas generales en fluorimetria con resolucion temporal, la de
pulsos y la de fase-modulacion. En la primera se mide la evolucion temporal de la
luz emitida por una muestra cuando se excita con un pulso de luz mas o menos corto.
En las técnicas de fase-modulacion se excita la muestra con luz modulada
sinusoidalmente y se estiman los tiempos de decaimiento a partir de la diferencia de
fase y desmodulacion de la radiacion emitida con respecto a la excitatriz. Estas
técnicas se comenzaron a desarrollar entre los afios 60 y 70 (Bollinger y Thomas,
1961; Yguerabide, 1972; Badea y Brand, 1979; Yguerabide e Yguerabide, 1984) y

estan muy extendidas en la actualidad.

Sin embargo, la practica totalidad de las medidas que se realizan actualmente,
en cuanto a fluorimetria resuelta en el tiempo se refiere, emplean la técnica de conteo
de fotones individuales correlacionados en el tiempo (time-correlated single photon
counting: TCSPC), aunque también se encuentran aplicaciones en la bibliografia que
emplean la técnica de fase-modulacion (Shah et al., 1984; Lakowicz y Balter, 1982;
Bardez et al., 1992; Jankowski et al., 1998; Mironczyk y Jankowski, 2002), pero
comparativamente son poco importantes en volumen de publicaciones y la mayoria
pertenecen al grupo de J.R. Lakowicz, quién propuso la teoria y disend el primer
instrumento de medida. Ya que en esta Memoria se ha empleado exclusivamente la

técnica TCSPC, a continuacion solo se desarrollara ésta brevemente.
1.3.1. FUNDAMENTOS DE LA TECNICA TCSPC

La técnica del conteo de fotones individuales correlacionados en el tiempo es
un método experimental que proporciona informacion sobre los procesos que ocurren
durante el estado excitado. La técnica se basa en la excitacion Optica de la muestra
por una fuente de luz de intensidad pulsada con una determinada frecuencia. La

emision de las especies de la muestra se recoge en el detector y proporciona
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informacion sobre los procesos que han tenido lugar durante la excitacion. La técnica
fue desarrollada entre los anos 60 y 70 por Bollinger y Thomas (1961), y ha sido
ampliamente analizada en diversas monografias y libros generales (O Connor y
Phillips, 1984; Lakowicz, 1999). A grandes rasgos, la técnica consiste en determinar
el tiempo que tardan los fotones emitidos por la muestra en llegar al detector tras la

excitacion por el pulso de luz.

A continuacidon, se detalla el procedimiento de la técnica TCSPC.
Inicialmente, la muestra fluorescente se excita repetidamente por pulsos rapidos de
luz con una determinada frecuencia, procedentes de las diversas fuentes adecuadas
que se describirdn posteriormente. Cada pulso de luz es monitorizado por un
fotodiodo o fototubo de alta velocidad de respuesta, produciendo una senal
denominada START. El dispositivo fundamental en un instrumento de TCSPC es el
convertidor tiempo-amplitud (TAC), que se puede considerar como un rapidisimo
“crondémetro”. La sefial START produce una subida de voltaje en el TAC que
aumenta de forma lineal con el tiempo, de modo que esta subida serd lo que servira
de “cronometro”. El voltaje se detiene cuando se detecta el primer foton emitido por
la muestra (sefial STOP) y asi, su valor final es directamente proporcional al tiempo
entre ambas sefiales. En el caso de que no se detecte el foton, el voltaje alcanza un

nivel maximo y vuelve a cero, a espera de la siguiente sefial START.

Otro elemento esencial es al analizador multicanal (MCA). EI MCA, segin
sea el valor del voltaje detectado entre las sefiales START y STOP, afiade una cuenta
a un canal de tiempo correspondiente al tiempo de llegada del fotén STOP, a través
de un convertidor analogico-digital (ADC). Repitiendo este proceso durante varios
miles de pulsos, el MCA construye un histograma de probabilidad de cuentas frente a
canales de tiempo. El experimento contintia hasta que se han recogido un niimero
suficiente de cuentas (suele ser usual recoger histogramas de al menos 10000 cuentas
en el canal del maximo, aunque segun las necesidades, puede ser necesario un

nimero aiin mayor).

Lo expuesto hasta ahora se corresponde con el funcionamiento estandar de un

instrumento TCSPC. Sin embargo, la velocidad de la subida de voltaje en el TAC, asi
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como la velocidad de “reseteado” de ese voltaje son factores limitantes en la
respuesta temporal del instrumento. El modo estdndar de funcionamiento es
suficiente cuando las frecuencias de repeticion de los pulsos son bajas, como las que
proporcionan fuentes de excitacion como las ldmparas de flash. Cuando las
frecuencias de repeticion son mayores, como las que producen los laseres pulsados,
el TAC se satura por una llegada masiva de sefiales START al fotodiodo
“disparador” antes de la vuelta a un voltaje nulo. La solucion a este problema es que
el TAC opere en modo reverso (Bowman et al., 1993; Maus et al., 2001). Ya que en
esta Memoria se ha empleado un instrumento de TCSPC con esta modalidad de
TAC, como se expondra en la seccion de Material y Métodos, es importante explicar
brevemente su fundamento. En la modalidad reversa, el primer fotén emitido
detectado proporciona la sefial START y la sefial de pulso siguiente detectado
funcionara como sefial STOP. De esta forma, la subida de voltaje en el TAC solo se
activa si el foton emitido es detectado. En el resto de pulsos, cuando el foton emitido
no se detecta, el TAC permanece inactivo y por tanto no se satura. En esta
modalidad, el inicio de los decaimientos apareceria en los canales finales del MCA,

pero esto es facilmente corregido mediante el software.

Es necesario remarcar que para trabajar en el modo de conteo de fototes
individuales la emision fluorescente debe ser atenuada, de forma que tinicamente un
0.5% de la radiacion excitatriz produzca una sefial sensible en el detector. Bajo estas
condiciones, se puede asegurar que la sefial recogida en el detector corresponde a un
foton individual (més o menos un unico foton detectado cada 100 pulsos de la
fuente). Asimismo, en estas condiciones el histograma producido en el MCA se
corresponde con el decaimiento de intensidad de fluorescencia de la muestra, aunque,
y como se describird posteriormente, convolucionado con el perfil del pulso

excitatriz.

El desarrollo de dispositivos especificos para esta técnica, tales como laseres
de pico- y femtosegundos, detectores de platos multicanales, amplificadores de
fraccion constante, discriminadores, materiales Opticos no lineales, etc., hacen
posible la determinacion de tiempos de vida de unos pocos picosegundos. Boens et

al. (1990) refinaron en este trabajo la técnica TCSPC para obtener con bastante
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fiabilidad tiempos de decaimiento de fluorescencia en la escala del picosegundo. Aun
asi, siguen existiendo problemas en la determinacién de tiempos cortos, como por
ejemplo el alto error asociado que suele encontrarse. La mejora de los dispositivos
instrumentales y algunas nuevas aportaciones metodologicas proporcionan cada vez
mayor resolucion temporal. Por ejemplo, Karolczak et al. (2001), a través del método
de convolucion de la funcidn delta (Zuker et al., 1985; Van den Zegel et al., 1986;
Boens et al., 1988) y el empleo de referencias, obtuvieron tiempos de vida muy

precisos para la xantiona en tolueno (5.1 + 0.3 ps) y en benceno (8.1 + 0.3 ps).

1.3.2. FUENTES DE LUZ PARA LA TECNICA TCSPC

Con objeto de excitar una gran variedad de muestras y para describir las
posibles dependencias con la longitud de onda de excitacion, la fuente excitatriz
deberia abarcar un amplio intervalo espectral. Un tipo de fuentes de excitacion
ampliamente utilizadas son las lamparas de flash (Birch e Imhof, 1981; Alvarez-Pez
et al., 2001), o la radiacion procedente de un sincrotron (Laws y Sutherland, 1986).
Sin embargo, ambos tipos de fuentes poseen el problema de anchuras de pulso
relativamente grandes, alrededor de algunos cientos de picosegundos. Esto limita
extremadamente la resolucion temporal de los experimentos de TCSPC llevados a
cabo. Por otro lado, el desarrollo de los laseres conocidos como “mode-locked”, tales
como los laseres de estado solido sintonizables o los laseres de colorantes con
bombeo sincrénico, proporcionan una buena resolucién temporal, frecuencias de
pulso ajustables y alta estabilidad con el tiempo. Sin embargo, éstos también
presentan problemas como son el que abarcan una region limitada de longitudes de
onda o el requerimiento de cambiar el colorante del laser, con el consumo de tiempo
que ello conlleva. La aparicion durante la década de los noventa de materiales no
lineales mucho mas resistentes al deterioro (Tang et al., 1990; Fix et al., 1991) abrio
el camino al desarrollo de los amplificadores paramétricos opticos (Petrov et al.,
1994; Schweitzer, 1997) y de los osciladores parametricos opticos (Laenen vy
Laubereau, 1994; Robertson et al., 2000). Estos dispositivos han demostrado ser
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herramientas muy fiables e importantes para conseguir mayores intervalos de

longitudes de onda en laseres ultra-rapidos de alta calidad.
1.3.2.1. Lamparas de flash

Las lamparas de flash proporcionan pulsos de una anchura alrededor de 2 ns,
con amplia variabilidad de longitudes de onda para excitar la muestra, segun el gas
encerrado en su interior. Este tipo de ldmparas comenzaron a emplearse en TCSPC a
mediados de los afios 70 (Birch e Imhof, 1977), y consisten en dos electrodos
separados por una distancia critica y situados en el interior de un bulbo de cuarzo.
Existen dos modalidades diferentes, compartimentadas y de recorrido libre. En las
lamparas compartimentadas uno de los electrodos se conecta a una fuente de alto
voltaje a través de una resistencia, y el otro se conecta a tierra a través de un tiratron
o tubo de gas de catodo caliente. Los pulsos de luz se van generando conforme la
capacitancia de la lampara se va cargando y el tiratron pasa a un estado conductor,
produciendo una rapida descarga entre los electrodos. Las frecuencias alcanzadas son
de unos 4.0 x 10 pulsos por segundo. El perfil espectral de la lampara depende del
gas contenido en el bulbo (hidrégeno, deuterio, nitrogeno, etc.) y la intensidad
depende del voltaje aplicado y la capacitancia. Las lamparas de recorrido libre, en
lugar del tiratron, poseen una resistencia de 50 € para conectar el segundo electrodo

a tierra.

En el desarrollo de estas lamparas se han llegado a conseguir anchuras de
pulso a mitad de altura (FWHM) de 730 ps (Birch et al., 1991). Aunque un
inconveniente claro de la respuesta instrumental es la larga cola persistente después
del pulso inicial. La mayor desventaja de las lamparas de flash es su relativa baja
frecuencia de repeticion, como ya se ha comentado, de unos 40 kHz. Por tanto y
debido a la limitacién de deteccion de un foton cada 100 pulsos, la adquisicion de un

unico decaimiento lleva un tiempo bastante considerable.
1.3.2.2. Radiacion de sincrotron

En un sincrotron un cafion de electrones produce un haz inicial que se acelera

hasta velocidades proximas a la luz. Los electrones circulando a estas velocidades
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emiten radiacion en un amplio intervalo de longitudes de onda. Estos pulsos son
bastante intensos y tienen perfiles gaussianos, pudiendo emplearse en instrumentos
TCSPC (Laws y Sutherland, 1986; Van der Oord et al., 1995). El principal
inconveniente es que el instrumento debe situarse en los lugares donde exista el

sincrotron.

1.3.2.3. Laseres de colorantes de picosegundos

Un laser de colorante necesita una fuente Optica de “bombeo” que excite el
material laser. Normalmente, esta fuente suele ser un laser de i6n de argén, aunque
también pueden usarse de neodimio:YAG y en este caso hay que doblar o triplicar su

frecuencia para excitar al laser de colorantes.

A finales de los aflos 70 y principios de los 80 se empez6 a utilizar el laser
“mode-locked” de ion de argén en TCSPC (Lytle y Kesley, 1974; Spears et al.,
1978; Turko et al., 1983). Este laser proporciona pulsos de unos 70 ps de anchura a
514 nm (la longitud de onda de maxima intensidad de laser de argén, 488 nm, no
puede emplearse en este tipo de laseres, ya que no se consigue el efecto de “mode-
locking” con esta linea) y una frecuencia de 80 MHz, que se consiguen mediante un
cristal en el interior de la cavidad. Este cristal es un dispositivo opto-actstico que
dirige la luz fuera de la cavidad del laser (Berg y Lee, 1983). Este fenomeno opto-
acustico es muy dependiente de la temperatura, por lo que normalmente el cristal esta

termostatizado.

Sin embargo, al ser la longitud de onda de excitacion fija no es muy versatil.
La introduccion en TCSPC de los laseres de colorantes bombardeados por el laser
pulsado de argon (Kinoshita et al., 1981; Small et al., 1984) soluciond esto. El laser
de rodamina 6G proporciona pulsos de 5 ps de anchura (mas estrecho que los limites
de deteccion de los detectores actuales) pudiendo considerarse como pulsos o. El
principal problema de este laser es su longitud de onda de emision y que también
requiere un laser de bombeo. Aunque se ha conseguido en alguna ocasion el efecto
“mode-locking” en un laser de i6n de argon a menores longitudes de onda (Visser y

Van Hoek, 1981), en general es bastante complicado.
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Asi, para solucionar el problema de la longitud de onda de emision del léser,
se emplea el doblado de las energias a través del segundo armoénico del laser,
disminuyendo la longitud de onda del haz, aunque estos procesos son bastantes
ineficaces, ya que so6lo una pequefia fraccion del haz inicial consigue doblarse.
Usando el segundo armoénico del laser de rodamina 6G se consiguen longitudes de

onda entre 285 y 305 nm.

Por todo esto, la principal ventaja de los laseres de colorantes es la capacidad
de sintonizacion a distintas longitudes de onda, utilizando diferentes colorantes y los

segundos armoénicos.

1.3.3.4. Laseres de Titanio:Zafiro (Ti:Sa) de femtosegundos

Son los léaseres utilizados recientemente en TCSPC. Los pulsos que
proporcionan tienen una anchura de unos 100 fs, necesitando dispositivos Opticos

especiales para ensancharlos hasta los ps.

También constan de una fuente laser de bombeo, que en este caso es un laser
continuo de i16n de argdn, siendo éste entre 10 y 15 veces mds potente que el laser
“mode-locked” de i6n de argon utilizado en laseres de colorantes. Mas
recientemente, también se han empleado laseres de estado solido (similares de

Nd:YAG) para bombear el Ti:Sa.

Una caracteristica importante del laser de Ti:Sa es que é1 mismo consigue el
efecto “mode-locking”. Esto se debe a que las altas intensidades alcanzadas crean
gradientes de indice de refraccion transitorios en el cristal de Ti:Sa, actuando igual
que un dispositivo opto-acustico y consiguiendo el efecto comentado.
Adicionalmente, puede afiadirse un dispositivo activo en la cavidad laser para
estabilizar la frecuencia y sincronizarla cuando sea necesario, produciendo el “mode-
locking”. Otra ventaja frente a los laseres de colorantes es que se trata de un
dispositivo en estado sélido, con una vida util muy larga. En cambio, los colorantes

de la cavidad laser pueden sufrir fotodegradacion y han de ser reemplazados.
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Una desventaja es su elevada longitud de onda de emision, entre 720 y 1000
nm. Con el doblado de frecuencias se consigue un intervalo de longitudes de onda
entre 360 y 500 nm, que también puede resultar excesivo para ciertos fluoroforos.
Por tanto, a través de la generacion del tercer arménico pueden conseguirse haces de
mayor frecuencia. Sin embargo, esto es bastante complicado ya que consiste en el
solapamiento en un cristal adicional del haz fundamental con el segundo armoénico.
La excitacion en el ultravioleta, por ejemplo, necesaria en proteinas y ciertos

fluoroforos, requiere el triplicado de la frecuencia fundamental del haz laser.

La frecuencia de repeticion del tren de pulsos de salida, de 80 MHz, es
demasiado rapido para los experimentos de TCSPC. Esta frecuencia se controla
usualmente por medio de un selector de pulsos, esto es un deflector opto-acustico
que elimina ciertos pulsos y deja pasar otros, alterando asi la frecuencia de

repeticion.

Una aplicacion en alza de los laseres de Ti:Sa es la excitacion multifotonica.
Este es un proceso predicho en los afios 30 y fue demostrado empiricamente con la
aparicion de los laseres (Lakowicz, 1999). Requiere altas intensidades locales de luz
y consiste en la absorcion de dos o mas fotones de longitud de onda larga para
producir la excitacion. Recientemente, se han estudiado mediante excitacion
multifotonica varios compuesto aromaticos (Lakowicz et al., 1992), sondas de ADN
(Lakowicz y Gryczynski, 1992) y residuos de triptofano y tiroxina en proteinas
(Gryczynski et al., 1996). También ha encontrado aplicaciones en microscopia de
fluorescencia (Denk et al., 1990), analisis de trazas (Lytle et al., 1993) y deteccion de
moléculas individuales (Mertz et al., 1995). La excitacion multifotonica presenta
algunas ventajas sobre la excitacion monofotonica tradicional, al obedecer a
diferentes reglas de seleccion (Lakowicz, 1999) pudiendo emplearse para estudiar
estados excitados “prohibidos” por excitacion monofotonica. Otro ejemplo, es el
llevado a cabo por Montero et al, (2009) quienes estudian distintos procesos de
relajacion dindmica del naftaleno mediante espectroscopia de masas a través de un

sistema generador de oscilaciones de Ti:Sa, con una resolucion de 17 fs.
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1.3.3. DETECTORES PARA INSTRUMENTOS DE TCSPC

Uno de los factores mas criticos en estos instrumentos son los sistemas de
deteccion, tanto en la linea de sefial START como en la linea STOP. Las
caracteristicas de respuesta de los detectores definen el perfil instrumental,
modificando la anchura de los pulsos y por tanto, la resolucion temporal de los

experimentos.

Existen muchos tipos de detectores; los mas empleados son los fototubos de
dinodos en cadena, los fototubos de platos de microcanales, los fotodiodos y los
detectores multicanal (varias lineas de detecciéon simultanea). Este Gltimo tiene la
particularidad de aumentar la velocidad de adquisicion de decaimientos al poder
aumentar el numero de fotones detectados (cuentas por segundo), evitando asi la
llegada al detector de mas de un fotdn, lo que distorsionaria los decaimientos
adquiridos. Se han llegado a describir en la bibliografia dispositivos con hasta 96
anodos (Howorth et al., 1995), aunque de forma usual, estan disponibles platos de
microcanales funcionando como 10-16 detectores. Para estas detecciones
multicanales, cada canal de deteccion esta asociado a un discriminador de fraccion
constante y a un segmento de memoria independiente del MCA (Birch et al., 1994,
McLoskey et al., 1996).

1.3.3.1. Fototubos de dinodos en cadena

Los fototubos de dinodos son adecuados para la mayoria de los experimentos
de TCSPC, especialmente si la fuente es una lampara de flash. Valores tipicos de
anchura de pulsos son 1-2 ns, aunque se han llegado a alcanzar anchuras entre 112-
700 ps en tubos de dinodos con ventana lateral. La caracteristica principal de estos
detectores y que limita su resolucion temporal es el tiempo que tardan los electrones

en pasar de unos dinodos a los siguientes.
1.3.3.2. Fototubos multiplicadores de platos de microcanales

Se trata de los detectores mas empleados actualmente, ya que proporcionan

pulsos unas diez veces mas cortos que los anteriores. Los fototubos de platos de
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microcanales (MCP) empezaron a desarrollarse a finales de los afos 70 (Boutot et al,
1977), pero los primeros dispositivos Utiles aparecieron a mediados de los 80
(Yamazaki et al., 1985) y comenzaron a utilizarse algo mas tarde en instrumentos de

TCSPC (Murao et al., 1982).

El disefio de un MCP es completamente diferente a los detectores anteriores,
ya que no poseen dinodos. En lugar de ello, los fotoelectrones se van amplificando a
lo largo de canales alineados muy estrechos del material de los dinodos. Debido a la
estrechez de estos canales (4-12 um de diametro) todos los fotoelectrones siguen el
mismo camino y no hay dispersion en los tiempos de respuesta del detector, que es el

principal problema de los detectores de dinodos.

Los fototubos MCP proporcionan anchuras de pulso muy pequenas,
habiéndose conseguido hasta 25 ps. Sin embargo, una desventaja de estos fototubos
MCP es su elevado precio, de forma que el gasto extra solo se justifica en el caso de
utilizar laser de picosegundos como fuente de luz. Otra desventaja es la pérdida de

ganancia con el tiempo y su vida util relativamente limitada.

1.3.3.3. Fotodiodos

Los fotodiodos (PD) son asequibles econdmicamente y pueden responder
incluso mas rapido que los fototubos MCP, pero su principal problema es su baja
ganancia. Sin embargo, se han desarrollado fotodiodos en avalancha (APD) que
tienen una ganancia adecuada y también pueden responder mas rapido que los MCP.
Tienen la desventaja de que el area activa es una superficie muy pequeia y por tanto
es muy dificil enfocar en ella la emision fluorescente, lo que disminuye su
sensibilidad. Otra desventaja es la aparicion de largas colas en el perfil instrumental,
dependientes de la longitud de onda, lo que crea problemas en el analisis de datos, ya

que la funcion respuesta instrumental depende de la longitud de onda.

Sin embargo, cuando la fuente de excitacion es un laser, los fotodiodos son

muy utilizados como detector “disparador” dando la sefial START en el TAC. Esto
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es posible debido a que los laseres si pueden enfocarse en un drea muy pequeila y

tienen una alta intensidad que contrarresta la baja ganancia del PD.

1.3.4. INTEGRAL DE CONVOLUCION. ANALISIS DE LOS
DECAIMIENTOS

Los histrogramas que proporciona el instrumento son una convolucion de la
funcién de respuesta al impulso (también denominada ley del decaimiento) con la
funcién de respuesta instrumental (funcion de la ldmpara). La funcion de respuesta al
impulso, I(t), es la que se observaria si la muestra fuese excitada con un pulso 9, es
decir, un pulso infinitamente corto. Sin embargo, los pulsos de las fuentes existentes
tienen una determinada anchura. Asi, puede considerarse el pulso excitatriz como
una serie de pulsos o con diferentes amplitudes, que van a producir diferentes
respuestas de intensidades proporcionales a cada funcion o. El histograma medido
seria la suma de todas estas funciones respuesta. Esta suma viene expresada por la

llamada integral de convolucion:

t

Fa):jla—t)Da)dt (L1)

0

donde F(t) es el decaimiento medido experimentalmente, D(t") es la funcion de

respuesta instrumental, mientras que I(t) es la ley de decaimiento.

El perfil instrumental se obtiene usualmente con una suspension dispersora de
luz, recogiendo la emision a la misma longitud de onda que la excitacion. Se pueden
utilizar dispersores como silica coloidal, sulfato de bario, particulas de oro,
glucogeno o leche. En los experimentos de TCSPC con excitacion multifotdnica,
Habenicht et al. (2002) remarcan la importancia de realizar el ajuste por
reconvolucion con una funcion instrumental adecuada. Para ello, estos autores

constatan la mejoria en los analisis al utilizar el perfil instrumental obtenido por
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dispersion hiper-Rayleigh (una generacion de un haz disperso del segundo armoénico

de la radiacion incidente), en lugar de la dispersion Rayleigh usual.

En lo referente a las leyes de decaimientos posibles, I(t), las mas empleadas
para describir los comportamientos usuales de las muestras fluorescentes son las

siguientes:

e Decaimientos multiexponenciales (ecuacion 1.2), se presentan en mezclas de
fluoroforos independientes, en el caso de un unico fluoréforo con decaimiento

complejo y en algunos procesos en el estado excitado.
n -t
I(t):Zaie%' (1.2)
i-1

e Distribuciones de tiempos de vida (ecuacion 1.3) que pueden describir

comportamientos de fluoréforos en mezclas de disolventes con distintos ambientes.
< -t
I(t)= [a(z)e "dr (1.3)
7=0

e Exponenciales extendidos (ecuacion [.4) similares a las distribuciones de
tiempos de vida, pero en este caso, £ se relaciona con la distribucion de tiempos. Esta

ley se encuentra en ocasiones en estudios sobre polimeros.

1(t)=1, exp[(—%ﬂ (L4)

e Efectos transitorios (ecuacion 1.5), se trata de decaimientos no exponenciales
debido a fendmenos que suceden justo tras la excitacion. Ejemplos son el quenching
colisional, la transferencia resonante de energia o la recombinacion de los protones

con la base excitada tras la desprotonacion de un fotoacido.

1()= 1, expl 1/ )- 20t (L5)
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El analisis de los decaimientos consiste en obtener la funcidon de respuesta al
impulso que, a través de la convolucioén con el perfil instrumental, proporcione la
funcion calculada de decaimiento Fcac(t) que mejor se ajuste a los datos
experimentales F(ty). Este tipo de métodos en los que se compara por medio de la
integral de convolucion (ecuacion 1.1) la funcion experimental F(t) con la funcion
calculada Feyc(t) a través de la funcion impulso respuesta I(t) y el perfil instrumental

L(t), se denominan métodos de reconvolucion iterativa.

Los métodos mas empleados en el andlisis de resultados son, entre otros, el
analisis no lineal por minimos cuadrados (Ware et al., 1973; Grinvald y Steinberg,
1974; Johnson y Frasier, 1985), el método de los momentos (Yguerabide, 1972;
Small, 1992), la transformada de Laplace (Ameloot y Hendrickx, 1983; Ameloot,
1992), el método de maxima entropia (Brochon, 1994), el método de convolucion de
la funcion delta (Zuker et al., 1985; Van den Zegel et al., 1986; Boens et al., 1988;
Karolczak et al., 2001), el método de Prony (Zhang et al., 1996), el método de
maxima probabilidad (Bajzer y Prendergast, 1992) y la transformacion sinusoidal
(Lopez et al., 1992). Los métodos de los momentos y de Laplace no son muy
empleados actualmente, mientras que el método de la méxima entropia si se utiliza
en algunos laboratorios. Sin embargo, el método de analisis no lineal por minimos
cuadrados sigue empledndose como el més general y fiable para el analisis de los

datos con resolucion temporal (Lakowicz, 1999).
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I.4. REACCIONES DE TRANSFERENCIA PROTONICA EN EL
ESTADO EXCITADO (ESPT)

1.4.1. ANTECEDENTES HISTORICOS SOBRE ESPT

Las reacciones de transferencia protonica en el estado fundamental, es decir,
los equilibrios acido-base, son procesos muy conocidos y de gran importancia en
quimica. Sin embargo, las reacciones de transferencia protdnica en el estado excitado
(ESPT) ocupan un apartado mas restringido, sobre todo en el ambito de la
fotoquimica, aunque tienen gran interés tanto en quimica fundamental como

aplicada.

Las primeras investigaciones sobre el comportamiento acido-base en el estado
excitado se deben a Weber (1931), quien observé que la zona de inflexion en la curva
de valoracion acido-base de algunas moléculas orgénicas se producia en una zona
diferente de valores de pH, cuando los datos experimentales se recogian mediante
emision o absorcion. Forster (1950) investigd este fendmeno proponiendo un
método, el que lleva su nombre, para estimar el valor de pK, de una molécula en el
estado excitado (pKa ) basado en el pKj del estado fundamental y de los espectros de
absorcion y/o emision de la molécula. El ciclo de Forster, aunque s6lo proporciona
valores de pKa* exactos en determinadas condiciones, suele emplearse en la
actualidad para obtener una estimacion aproximada de estas constante en el estado

excitado (Balon et al., 1987, 1993; Draxler y Lippitsch, 1993; Wenska et al., 1997).

En la ecuacion 1.6 vs y vsn son los nimeros de onda de la transicion 0—0 de la

base y el acido respectivamente y T la temperatura en grados Kelvin.

. 0.625(- -
pK, = pK, + T (UB_UBH) (1.6)

Anos mas tarde, Weller (1955) encontré en el salicilato de metilo un
desplazamiento de Stokes inusualmente grande en el espectro de emision. La

protonacion del grupo fenolico provoca que el espectro de emision se convierta en
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imagen especular del espectro de absorcion. Propuso que el desplazamiento hacia el
rojo en el espectro de fluorescencia se debia a un isomero formado en el estado
excitado por transferencia protonica. Desde este trabajo de Weller, las reacciones

ESPT intramoleculares han sido extensamente estudiadas.

El propio Weller (1961) realiz6 en estas fechas una amplia revision sobre las
reacciones ESPT intramoleculares extendiéndose el interés en el estudio de estas
reacciones en la siguiente década. Existen revisiones como la de Vander Donckt
(1970) sobre ESPT intermoleculares, basadas en las teorias de transferencia de carga
y resonancia. Por su parte, Schulman y Winefordner (1970) trataron las aplicaciones

analiticas de estas reacciones.

Por esta época se comenzd a informar sobre la utilidad de estas reacciones.
Asi, Loken et al. (1972) emplearon las reacciones ESPT como sonda biologica, ya
que la adsorcion a albiimina sérica del 2-naftol y del 2-naftol-6-sufonato impedia o
disminuia drasticamente la velocidad de la reaccion ESPT. También, se estudid la
influencia de diferentes entornos y como afectan a la velocidad de estas reacciones.
En este sentido, Stryer (1966) reviso el efecto del is6topo de deuterio en la cinética
de las ESPT de diversos fluoroforos, o la aceleracion en dos 6érdenes de magnitud en
las constantes cinéticas que Escabi-Pérez y Fendler (1978) encontraron llevando a

cabo los procesos en micelas reversas.

Otras revisiones que surgieron en estos afos fueron las de Ireland y Wyat
(1976) y Klopffer (1977), quienes estudiaron las reacciones ESPT intramoleculares.
Por su parte, Martynov et al. (1977) trataron con mayor profundidad la cinética de
estas reacciones, recopilando valores de pKa* de varios fluoroforos, sobre todo
naftoles y derivados, y trataron las ESPT intermoleculares, tanto en disolventes

préticos como aproéticos, las ESPT intramoleculares y en fase solida.

En la década de los 70 la cinética de estos procesos se evaluaba casi
exclusivamente a través del método inicialmente propuesto por Weller (1952),
basado en el estudio en estado estacionario y que se sigue utilizando actualmente

(Kelly y Schulman, 1988; Mironczyk y Jankowski, 2002). Sin embargo, no siempre la
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utilizacion de las ecuaciones de Weller lleva a valores verdaderos de pKa*, sino
aparentes (Capomacchia y Schulman, 1972; Lasser y Feitelson, 1973). El principal
problema del método de Weller es que, por un lado supuso que el equilibrio debia
alcanzarse en el estado excitado y por otro, que los tiempos de vida del par acido-
base excitados tenian que ser idénticos (Samanta et al., 1985). De ahi que las
ecuaciones de Weller necesitaran modificarse en ciertas situaciones, y asi se ha
realizado en diferentes trabajos (Schulman y Vogt, 1981; Chattopadhyay, 1995; Yang
y Schulman, 2003). No obstante, las técnicas de fluorimetria con resolucion temporal
y la obtencion de decaimientos de fluorescencia comenzaron a utilizarse en los
estudios al respecto (Loken et al., 1972; Gafni et al.,, 1976), suponiendo un
extraordinario avance en la resolucion de cinéticas muy rapidas, como son las de este

tipo.

A finales de los afios 70 se empieza a desarrollar una técnica que plantea un
gran interés, relacionada con las reacciones ESPT: los saltos de valor de pH
inducidos por un laser. Consiste en la creacion, mediante pulsos laser muy intensos,
de una poblacion alta de moléculas en estados excitados, que sufren rapidas
protonaciones o desprotonaciones mediante ESPT, proporcionando una variacion
muy rapida, en el orden de los ps, del valor de pH de un medio. Estos saltos de valor
de pH pueden emplearse como iniciadores de ciertas reacciones en el estado
fundamental. La técnica de los saltos de valor de pH inducidos por laser fue
desarrollada en los trabajos de Campillo et al. (1978) y Clark et al. (1989). La
acidificacion local mediante ESPT también es un procedimiento que sigue
empleandose en la actualidad. Por ejemplo, Jankowski y Stefanowicz (1994) y
Jankowski et al. (1995) emplearon los saltos de pH para comprobar su efecto en

proteinas, a través de derivados del 2-naftol unidos a éstas.

Durante los afios 80 se han estudiado multitud de fluor6foros con propiedades
acido-base y sus posibles reacciones ESPT. Por ejemplo, las B-carbolinas (Sakurovs
y Ghiggino, 1982, Vert et al., 1983, Ghiggino et al., 1985, Balon et al., 1987),
equinelinas (Davenport et al., 1986), 1-isoquinolinas (Vogt y Schulman, 1983),
hidroxiflavonas (Choi et al., 1984), fluoresceina (Shah et al., 1984; Diehl y
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Markuszewski, 1985; Diehl et al., 1986) y carbazol (Samanta et al., 1985;
Chattopadhyay y Chowdhury, 1987). En muchos de estos trabajos ya se incluyeron
laseres pulsados en el orden de los picosegundos en los instrumentos de TCSPC, lo
que permitiod estudiar cinéticas muy rapidas. Webb et al., (1984, 1986) analizaron la
ESPT del I-naftol, resultando ser bastante mas rapida que la del 2-naftol, estudiada
extensamente afos antes (Laws y Brand, 1979; Lakowicz y Balter, 1982). Asi, Webb
et al., (1984) encontraron un tiempo de vida de 33 ps para el 1-naftol. Numerosas
revisiones continuaban apareciendo, debido al rapido desarrollo de las técnicas
fluorescentes con resolucion temporal, tanto por TCSPC como por fase-modulacion.
Las revisiones de Brand y Laws (1983) o Shizuka (1985) son buenos ejemplos al
respecto. Aunque la técnica TCSPC practicamente se ha impuesto, en los afos 80 la
técnica de fase-modulacion se utilizaba también con asiduidad. Por ejemplo,
Lakowicz y Balter (1982) analizaron la ya conocida reaccion ESPT del 2-naftol
empleando medidas de fase-modulacion. El desarrollo de este tipo de instrumentos,
como el descrito por Pouget et al., (1989), ampliéo y mejord el desarrollo de la

técnica.

Los procesos ESPT estan asociados a grandes desplazamientos de Stokes,
fotoestabilidad, altos rendimientos cuanticos y efectividad en inversiones de
poblacion (Kasha, 1986), lo que los hace ttiles en el disefio de laseres de colorantes.
La existencia de reacciones de transferencia protdnica en el estado excitado produce
esquemas de cuatro niveles para disefnar inversiones de poblacion laser. Chou et al.,
(1984) diseniaron un laser de cuatro niveles, basandose en la tautomerizacidén en
estado excitado de la 3-hidroxiflavona. Igualmente, Acufia et al., (1986a,b, 1991)
también disefiaron laseres de colorantes. Otro laser de colorantes basado en ESPT fue
el disefiado por Parthenopoulos et al., (1991). Uzhinov y Druzhinin (1998)

recopilaron los fundamentos y los distintos tipos de laseres de ESPT aparecidos.

Otro aspecto interesante de las reacciones ESPT se encuentra en moléculas
cuya desprotonacion en el estado excitado es muy rapida. En estas moléculas, el
control por difusion de la desprotonacion puede hacer que se produzca una
reprotonacién inmediata y procesos transitorios, que afectan notablemente las

constantes cinéticas de la ESPT con el tiempo y los decaimientos no exponenciales
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de fotoacidos, como el 8-hidroxipireno-1,3,6-trisulfonato, que fueron estudiados por
Pines y Huppert (1986a,b), Agmon (1988), Pines et al. (1988); o en el caso del 1-
naftol-3,6-disulfonato descrito por Massad y Huppert (1991). Este método supone la
utilizacion del tratamiento de Debye-Smoluchowski para explicar la dependencia
temporal de las constantes cinéticas. Estos efectos son sobre todo notables en
fotoacidos muy fuertes y en disolventes de viscosidades apreciables. En este sentido
Tolbert y Haubrich (1990) estudiaron derivados del 1- y 2-naftol, de forma que los
sustituyentes muy electronegativos convierten la molécula en un fotoacido mas
fuerte, como muestran Carmeli et al. (1996) y Solntsev et al. (1999) en el diciano-

naftol y 5-ciano-2-naftol respectivamente.

Arnaut y Formosinho (1988) propusieron un modelo tedrico para explicar las
reacciones ESPT a través de un estado de transicion. Chattopadhyay et al., (1989b)
estudiaron la dependencia con la temperatura de las ESPT del carbazol, indol y
difenilamina en disolventes proticos (agua) y aproticos (acetonitrilo), utilizando
TCSPC con resolucion de picosegundos, al objeto de demostrar que las reacciones
ESPT son procesos dependientes de una barrera de energia de activacion y que ésta
corresponde a un control por difusion. El efecto de diferentes medios
microheterogéneos sobre las ESPT también proporciona aspectos interesantes al
respecto; por ejemplo, ESPT en medios micelares y vesiculas (Davenport et al, 1986;
I"ichev et al., 1991; Solntsev et al., 1994; Varela et al., 1995b; Sarkar et al., 1996), o
en presencia de ciclodextrinas (Chattopadhyay et al., 1990; Hansen et al., 1992). En
este sentido, Yorozu et al. (1982), Shizuka et al. (1985) y Eaton (1987) encontraron
que la reaccion ESPT de naftoles y naftilaminas disminuye en presencia de

ciclodextrinas con respecto a los fluor6foros en disolucion.

Las ESPT han sido bastante empleadas como sondas estructurales de medios
microheterogéneos, sondas para estudiar cambios conformacionales y estructurales
de macromoléculas cuando el fluoroforo se emplea como etiqueta fluorescente
(Jankowski et al., 1994, 1995, 1998) o en la deteccion de cambios de fase en
liposomas (Sujatha y Mishra, 1997). Davenport et al. (1986) describieron medidas

de la velocidad de las ESPT del fluor6foro dihidroequilenina como sonda para
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detectar las perturbaciones en la membrana de vesiculas. En otros trabajos se han
propuesto las reacciones ESPT como sondas para estudiar el microambiente micelar,
tal es el caso de los trabajos de Politi et al. (1985), Chattopadyay et al. (1989a), o
Sarkar y Sengupta (1991). Un estudio de Jankowski et al. (1998) comparo6 las ESPT
del 2-hidroxinaftaldehido-1 con 1-hidroxinaftaldehido-4 y otros derivados del 2-
naftol cuando se encuentran etiquetando proteinas a través de enlaces sulfonamida y
dialquilamino, empleando la técnica de fase-modulacion para la medida de los
tiempos de vida. Estos investigadores describieron que el enlace y el tipo de grupo
unido a la proteina influyen en gran medida en la cinética y el mecanismo de las
reacciones ESPT. Asi, por ejemplo, cuando el enlace es dialquilamino, al tratarse de
un enlace corto el ambiente de la proteina influye mucho. En cambio, cuando el
enlace a la proteina es de tipo sulfonamida se producen mayores velocidades en la

ESPT, en parte por la atraccion de electrones del brazo de enlace.

Otra caracteristica de estas reacciones bastante estudiada a lo largo de los
ultimos afios es el efecto de los electrolitos sobre su cinética. De forma mas o menos
general, se ha observado que las velocidades de la reaccion ESPT, cuando el agua es
el aceptor de protones, descienden en presencia de electrolitos. La mayoria de las
interpretaciones de estos estudios presentan la necesidad de un aceptor protonico,
que en general consiste en un cluster de moléculas de agua. Huppert et al. (1982)
sugirieron que el descenso de la velocidad en la ESPT en presencia de electrolitos se
debe principalmente a una disminucién de las moléculas de agua libres necesarias
para hidratar los iones H;O" creados con la disociacion en el estado excitado, ya que
estarian hidratando a los iones del electrolito. Para fotoacidos no excesivamente
fuertes, Lee et al. (1985) propusieron un cluster de cuatro moléculas de agua
funcionando como aceptor del proton y posteriormente, Lee (1989) propuso
igualmente que el decrecimiento en la velocidad de la ESPT debida a la presencia de
electrolitos era consecuencia de una disminucion de las moléculas de agua libres para
la produccién de las especies HyO4" tras la desprotonaciéon. Mientras que sobre el
mismo modelo de clusters de cuatro moléculas de agua como especie aceptora de
protones, Shizuka et al. (1986) establecieron que la hidratacion de los iones del

electrolito producia la ruptura de clusters HgO4, disminuyendo asi la velocidad de las
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ESPT. Por el contrario, Suwaiyan et al. (1990) encontraron un incremento en la
velocidad de la reaccion ESPT en presencia de pequefias cantidades de electrolito.
Para 4cidos muy fuertes en el estado excitado (pKa <0) se han propuesto especies
dimeras de agua como los aceptores protonicos efectivos (Tolbert y Haubrich, 1994;
Htun et al., 1995). En este tipo de fotoacidos, la desprotonacion y la reorientacion del
disolvente suceden a velocidades comparables y lo que afecte a la estructura local del
disolvente, como pueden ser los electrolitos, alterara la cinética de la ESPT. Htun et
al. (1997), basandose en el modelo de dimeros de agua como aceptores, encontraron
que la presencia de CaCl, en mezclas metanol:agua produce un incremento en la
velocidad de la reaccion ESPT del 4-hidroxi-1-naftalensulfonato hasta una
concentracion 0.1 M, mientras que disminuye la velocidad por encima de esa
concentracion de electrolito. No obstante, la influencia de electrolitos en las cinéticas
de las ESPT sigue presentando en la actualidad bastantes ambigiiedades y

contradicciones.

A principios de los afios 90 surgen nuevas tendencias en los estudios sobre
reacciones ESPT, abriéndose lineas de investigacion aun vigentes. Los estudios
tedricos y calculos tanto semi-empiricos como ab initio dan paso a un interesante
campo. Por ejemplo, se han realizado calculos sobre las ESPT de cianonaftoles
(Tolbert y Haubrich, 1990), sobre las caracteristicas fotofisicas de algunas -
carbolinas (Dias et al., 1992) o el estudio de la influencia de la fluoracion en las
ESPT de la salicilaldimina (Forés y Scheiner, 1999). Otro aspecto muy interesante y
que sigue muy en boga, es la aplicacion de laseres pulsados con resolucion de
femtosegundos a las reacciones ESPT (Wiechmann et al., 1990; Schwartz et al.,
1992; Kim et al., 1995; Genosar et al., 2000). Se han llegado a estudiar las ESPT del
2-naftol en agua supercritica (Ryan et al., 1996).

Las P-carbolinas, junto con el naftol, suponen un ejemplo claro de la
diversificacion de los trabajos sobre ESPT en cuanto a niimero de derivados y
diferentes condiciones estudiadas. La extensa fotoquimica de las [B-carbolinas ha
dado lugar a una gran cantidad de trabajos durante los afios 80 (Sakurovs y Ghiggino,
1982; Vert et al., 1983; Ghiggino et al., 1985) y 90 (Dias et al., 1992; Pardo et al.,
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1992; Baldn et al. 1993; Draxler y Lippitsch, 1993; Dias et al., 1996; Reyman et al.,
1997, 1999).

También durante los afios 90 se comenzaron a considerar sistemas mas
complejos con esquemas cinéticos mas complicados. Hasta estas fechas la mayoria
de los sistemas estudiados se componian de dos especies excitadas, acido y base. Sin
embargo, el avance en los instrumentos de medida con resolucion temporal y las
herramientas informaticas han permitido detectar decaimientos triexponenciales o
discriminar entre tiempos de decaimiento similares. Asi, comenzaron a plantearse
esquemas cinéticos en tres y cuatro especies excitadas, cuando previamente tan solo
se habian desarrollado algunos sistemas simulados de tres especies (Buchberger et
al., 1988; Sugar et al., 1991). Seixas de Melo y Macanita (1993) plantearon un
método general de resolucion del “tridngulo fotocinético”, un esquema en tres
estados excitados donde no se descarta ninguna de las constantes de transformacion
entre las especies. Inicialmente lo aplicaron a la 7-hidroxi-4-metilcumarina, a su
especie neutra, a su tautomero sélo formado en estado excitado y a la especie
anidnica (esquema [.4). Los decaimientos de fluorescencia se caracterizan por ser
triexponenciales. El método de solucion general del sistema suponia el empleo como
dato adicional del tiempo de decaimiento y las razones de sus pre-exponenciales.
Seixas de Melo y Magcanita (1993) remarcan la necesidad de obtener decaimientos
con una excepcional exactitud y por ejemplo, los decaimientos que recogieron

contenian 20000 cuentas en el canal del méximo, frente al valor tipico de 10000.
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Esquema 1.4. Esquema del triangulo fotocinético general aplicado a las especies anidnica,
neutra y tautomérica de la 7-hidroxi-4-metilcumarina (Seixas de Melo y Maganita, 1993).

Otros sistemas de reacciones de tres y cuatro especies excitadas se intentaron
resolver en estos anos. Dias et al. (1996) plantearon un esquema cinético de tres
estados para la harmina, otra (-carbolina, basando su resolucién en el tridngulo
cinético de Seixas de Melo y Macanita (1993). Otros sistemas de tres estados
excitados son, por ejemplo el trabajo de Reyman et al. (1997) sobre el norharmano, o
el de Wenska et al. (1997) con el cloruro de 1-(purin-6-il)-3-metilimidazol. Se ha
intentado resolver algunas reacciones de transferencia protdnica en el estado excitado
con cuatro especies excitadas implicadas, pero la complejidad de los sistemas y la
dificultad de discriminar tiempos de decaimientos similares resultan factores muy
limitantes. Bardez et al. (1992) plantearon una fototautomerizacion biprotonica con
cuatro especies para la 4-metilumbeliferona mediante medidas de fase-modulacion
multifrecuencial. El esquema se basé en uno propuesto varios afios antes por
Schulman y Rosenberg (1979) para este compuesto. Por otro lado, Draxler y
Lippitsch (1993) intentaron resolver un sistema de cuatro especies para el
norharmano, sin embargo, el gran nimero de constantes cinéticas que pretendieron
obtener, alrededor de veinte, hace que los valores a los que llegaron fueran tan solo
estimativos. El ajuste de tal cantidad de parametros da lugar a correlaciones
excesivamente grandes entre ellos, de forma que estos autores reconocen que de
algunas de las constantes tan solo podian calcular sus limites superiores. Varela et al.

(1995a) y Dias et al. (1996), en trabajos también sobre el norharmano y otras [3-
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carbonilas, demostraron igualmente las carencias del tratamiento de Draxler y

Lippitsch (1993).

Otras revisiones sobre cinéticas de reacciones ESPT fueron realizadas durante
los afios 90, destacando la importancia creciente de este tipo de procesos en el estado
excitado y el amplio desarrollo que siguen adquiriendo. Entre ellos, destacan los de
Arnaut y Formosinho (1993) sobre reacciones ESPT intermoleculares y Formosinho
y Arnaut (1993) sobre reacciones ESPT intramoleculares. Mas tarde, Bardez (1999)

realiz6 otra revision de estos procesos en fluordforos bifuncionales.

Lima et al. (1998) midieron a finales de siglo la mayor constante de
desprotonacion encontrada hasta esa fecha en el estado excitado hacia moléculas de
agua como aceptoras, alcanzando un valor de 1.4x10''s™ para el cation 7-hidroxi-4-
metilflavilio. Los trabajos respecto a sales del i6n flavilio (2-fenilbenzopirilio) tienen
un gran interés por su relacion con productos naturales como las antocianinas. Los
citados autores emplearon para resolver la cinética de este proceso en estado excitado
el hecho de que la emision de la base en dicho estado, cuando s6lo se excita la forma
acida, es la convoluciéon de la emision de la forma 4cida con los procesos de
desactivacion de la base, que seran la cinética de emision de fluorescencia y la

cinética de protonacion en el estado excitado, segtn la ecuacion 1.7.

La(®) =Kyl () ®e™] (1.7)

En esta ecuacion kg es la constante cinética de desprotonacion en el estado
excitado, Ia(t) e lan(t) son las emisiones de las formas basica y acida
respectivamente, mientras que Y engloba la cinética de emision de A y la protonacion
de la forma basica, Y = ka + ke [H']. El simbolo ® expresa convolucion. El analisis
de deconvolucion de la emision de la base con la de la forma 4cida proporciona
ajustes monoexponenciales, cuyo tiempo de decaimiento corresponderd a 1/Y. La
representacion de diferentes valores de Y asi obtenidos frente a [H*] proporciona los
valores de Ka y kp. El empleo de este método (Conte y Martinho, 1987; Lakowicz,

1999) ayuda en ocasiones a resolver ciertas cinéticas en el estado excitado muy
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dificiles de solucionar por otros métodos, como por ejemplo, la de formacién de

excimeros (Vigil et al., 1998).

Usualmente, la forma de obtener los valores de las constantes cinéticas a
través de los decaimientos de fluorescencia se basa en andlisis globales por
reconvolucion iterativa. En ellos se relacionan los tiempos de decaimiento y pre-
exponenciales asociados con un determinado modelo cinético. Estos analisis en dos
pasos han sido los mas empleados en la determinacion de cinéticas de ESPT, sin
embargo, se han desarrollado otras estrategias, como son la introduccion en fotofisica
del analisis global compartimental (Ameloot et al., 1992b). Como se tratara en un
apartado posterior (seccion 1.5.2.2), el analisis global compartimental (GCA) de una
superficie de decaimientos de fluorescencia permite resolver cinéticas en estado
excitado y obtener parametros espectroscopicos en un solo paso. Este tipo de analisis
ha sido aplicado a reacciones de transferencia protonica en el estado excitado en
escasas ocasiones. Una de las primeras aplicaciones que sirvidé de “validacion” de
este tipo de analisis, fue el estudio de la ESPT del 2-naftol/naftolato (Beechem et al.,
1985b; Van den Bergh et al., 1992), donde se obtuvieron resultados analogos a los
descritos previamente en la bibliografia. Mas tarde, nuestro grupo de investigacion
conjuntamente con el grupo del Prof. Boens, establecieron las ecuaciones tedricas
apropiadas y disefiaron un nuevo programa de calculo que permitio aplicar la
metodologia del GCA a la reaccion entre las especies monoanidnica y dianionica de
la fluoresceina cuando el 4cido N-acetilaspartico se anade como aceptor/dador
protonico (Crovetto et al., 2004). Aplicaciones posteriores del CGA en reacciones
ESPT han sido los trabajos de Orte et al. (2005a) que estudia la reaccion entre las
distintas especies del 2°,7 -difluorofluoresceina (OG488) resolviendo un sistema
tricompartimental y el de Boens et al. (2006) con la 2',7'-bis-(2-carboxyethyl)-5-
(and-6)-carboxyfluorescein (BCECF). Recientemente, Crovetto et al., (2007) y
Paredes et al., (2009) han estudiado ESPT entre las distintas especies prototropicas

de algunos nuevos colorantes Tokyo Green, el TG-I y TG-II.

La proliferacion de métodos numéricos para calculos semi-empiricos y ab

initio se ha traducido en un gran nimero de publicaciones y trabajos en torno a las
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reacciones ESPT. Como ejemplo, se citaran las simulaciones de superficies de
potencial en ESPT de Cukier y Zhu (1999), los trabajos sobre oxacinas de Grofcsik et
al. (2000) o sobre los derivados de la salicialdimina (Forés y Scheiner, 1999; Forés
et al., 2000). Purkayastha et al. (2000) correlacionaron mediante métodos semi-
empiricos los valores de pK del carbazol y algunos derivados, con la densidad de

carga del centro &cido.

Los “super-fotoacidos”, las reacciones ESPT ultrarrdpidas con fendmenos
transitorios y la adecuacién a la ecuacion de Debye-Smoluchowski, también se han
estudiado (Solntsev et al., 2000; Cohen y Huppert, 2001; Clower et al., 2002). Una
revision de Tolbert y Solntsev (2002) incluye estas reacciones ultrarrapidas y los
diversos fendmenos que se producen durante las reacciones ESPT (ruptura y
formacion de los enlaces de hidrogeno, reorganizacion del disolvente, disociacion del
proton y finalmente difusion y/o recombinacion del protoén). La instrumentacion,
cada vez mas potente, con resolucion de femtosegundos ha obligado en muchas
ocasiones a replantear los mecanismos y caracteristicas de las ESPT. La posibilidad
de detectar etapas cada vez mds rapidas ha revelado diferentes fenémenos de crucial
importancia para estas reacciones que mediante técnicas anteriores, no se tenian en
cuenta. En las desprotonaciones en el estado excitado ultrarrapidas se han atribuido
tiempos de unos cientos de femtosegundos a efectos de hidratacion del disolvente
tras la desprotonacion. Estos fendémenos pasan desapercibidos cuando la resolucion
temporal es menor (Elaesser, 1995). Un ejemplo de esto lo muestran Tran-Thi et al.
(2000) y Hynes et al. (2002) con sus experimentos con acido 8-hidroxi-1,3,6-
pirenotrisulfonico (piranina). Estos autores encontraron tres tiempos diferentes en la
desprotonacion de la piranina. El més corto, alrededor de 300 fs, puede atribuirse
tipicamente a la reorganizacion del disolvente alrededor el fluoréforo excitado en la
transicion Franck-Condon inicial Sy—S;; un segundo tiempo de unos 2.2 ps, que
presenta cierta incertidumbre en su interpretacion y el tercer tiempo, de 87 ps, que
esta relacionado con la desprotonacién en si misma, siendo consistente con los
resultados previos de Pines y Huppert (1986a), apareciendo el efecto de la
recombinacion difusiva de los H;0" con el fluoroforo. También, mediante

fluorimetria con resolucién temporal, a través de la técnica TCSPC con un laser de
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femtosegundos, Shiobara et al. (2002) han estudiado las reacciones ESPT de
derivados de anilina en disoluciones acuosas, y el efecto de sustituyentes alquilo
sobre la cinética de la reaccion. Estos autores encontraron un tiempo de
desprotonaciéon de estas anilinas protonadas de 70 ps, la cinética mas rapida

encontrada hasta esa fecha para aminas protonadas.

Son abundantes también las publicaciones sobre reacciones ESPT de
fluoroforos en medios micelares (Pina et al., 2001; Cohen et al., 2002; Giestas et al.,
2003), liposomas y bicapas lipidicas (Pappayee y Mishra, 2000), ciclodextrinas
(Abdel-Shafi, 2001), medios fuertemente acidos (Yang y Schulman, 2001, 2003),
agregados de polimeros con tensoactivos (Dutta et al., 2002), etc. A este respecto,
Mishra (2001) publicé una revision de ESPT de diversos fluor6foros en medios
organizados y su empleo como sondas del comportamiento de estos medios. Ademas,
es un buen ejemplo el completo trabajo de Chattopadhyay (2003) sobre la ESPT del
carbazol como medio para estudiar sistemas microheterogéneos. En este trabajo,
basdndose en sus estudios precedentes en micelas cationicas, neutras y anidnicas
Chattopadhyay et al., (1989a), exponen la posibilidad de emplear la reaccion ESPT
del carbazol para calcular la concentracion micelar critica de varios sistemas y
estudiar el efecto de la diferente carga superficial de las micelas sobre la reaccion
ESPT y la consecuencia de la adicion de urea al sistema micelar. Igualmente, tratan
el comportamiento del carbazol en presencia de ciclodextrinas, encontrando que la
reaccion de ESPT se acelera con respecto al fluoréforo libre. Esto contrasta con el
comportamiento de otros fluoroforos, los cuales, en presencia de ciclodextrinas ven

reducida la velocidad de la reaccion ESPT.

Las reacciones de transferencia protonica en el estado excitado se han
aprovechado para idear un sistema de fotolisis de destello con el que calcular las
constantes de protonacion y desprotonacion en el estado fundamental, habiéndose
obtenido también las constantes cinéticas en el estado excitado. Se ha aplicado a

antocianinas sintéticas (Maganita et al., 2002) y naturales (Moreira et al., 2003).

Otra aportacion es el descubrimiento de algunos “super-fotoacidos”, como el

5,8-diciano-2-naftol, que presentan cinéticas de ESPT diferentes en disolventes
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quirales, como el 2-butanol, seglin se trate de un enantiomero puro o de la mezcla
racémica (Solntsev et al., 2002, 2009). Finalmente, Agmon (2005) en una revision
recopila todos los pasos implicados en las reacciones ESPT estudiados por técnicas

teodricas y/o experimentales.

1.4.2. REACCIONES ESPT EN PRESENCIA DE UN ACEPTOR/DADOR
PROTONICO

En el apartado anterior se ha realizado un recorrido a lo largo de los afios
sobre las investigaciones en reacciones ESPT. Se han incluido a grandes rasgos los
diferentes aspectos que se han tratado en cuanto a fluoréforos, aplicaciones y factores
que afectan a estas reacciones. En el apartado que a continuacion se desarrolla y por
su relacion con el tema tratado en esta Memoria, se recogen diferentes aportaciones
respecto a la influencia de aceptores/dadores protonicos en las reacciones de

transferencia proténica en el estado excitado.

Las ESPT necesitan de un aceptor/dador protonico adecuado para mediar la
reaccion. Las desprotonaciones en estado excitado hacia el agua, en general, pueden
considerarse de primer orden con respecto al fluor6foro, al funcionar el exceso de
moléculas de agua como aceptores. Sin embargo, se ha citado en el apartado anterior
que en otras situaciones, clusters de agua como HgOs o H4O,, funcionan como
aceptores protonicos. Esto puede ser de relevante importancia en medios fuertemente

acidos y en presencia de electrolitos.

La presencia de otros aceptores/dadores de protones en la disolucion, tales
como las especies de un tampon, puede afectar a la cinética y al mecanismo de la
reaccion ESPT. Esta situacion es bastante comtn, ya que los sistemas
amortiguadores del valor de pH se suelen emplear en cualquier aplicacion
fluorimétrica, incluso a altas concentraciones, siendo en este caso la probabilidad de
reaccion del fluoréforo excitado con las especies de la disolucion reguladora mayor
que la probabilidad de reacciéon con los iones OH™ o H'. Por tanto, el estudio del

efecto de estos aceptores/dadores protonicos en las reacciones ESPT es un campo de
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bastante relevancia, en cuanto a que pueden suponer graves interferencias en
aplicaciones fluorimétricas y promover o alterar trasferencias protonicas en el estado

excitado.

Weller ya traté la influencia de las especies de un tampén en las reacciones de
transferencia protonica en el estado excitado (Weller, 1954, 1958). En una revision
posterior Martynov et al. (1977) describieron también el efecto de las especies de un

tampon en las reacciones ESPT.

Laws y Brand (1979) estudiaron el efecto de aceptores protonicos, como
acetato, fosfato, o carbonato en la ESPT del 2-naftol/naftolato. El modelo cinético
seguido por estos autores constaba de dos especies excitadas (1" y 2°), considerando
la existencia de la desprotonacién en el estado excitado unimolecular de 17, cuya
constante de velocidad fue denominada ka;, asi como la existencia de desprotonacion
bimolecular promovida por la especie R del aceptor protdnico, y cuya cinética tenia

una constante de velocidad denotada como k2, . Asimismo, las constantes cinéticas

de las protonaciones bimoleculares en el estado excitado de la especie 2" y de la

especie RH del aceptor/dador proténico fueron denominadas respectivamente K, y

k? . Por tanto, las ecuaciones del modelo cinético propuesto por Laws y Brand

(1979) vienen dadas por:
B e 10 N T8 A 5 R
- d([jzt] = (ke k1 Tk [RADR T (ko k2 [R) ] 19)

Estas ecuaciones tienen la misma forma que el modelo cinético que se tratara
en el apartado siguiente. De la misma manera, este modelo supone una ley de
decaimiento biexponencial, pero en esta ocasion, tanto los tiempos de decaimiento
como los pre-exponenciales dependeran de [H'] y de las concentraciones de R y RH,
que, a su vez, dependen del pK, del tampon RH/R y de la concentracion total del

aceptor/dador protonico (Cb”ﬁ).
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buff Ka
[R]=C m (I.10)
[RH]=C™" %ﬂl] (1.11)

Asi, los tiempos de vida de los decaimientos biexponenciales vendran dados

por la ecuacion siguiente:

D1 XY = XP 4k + kA R]) (ku[H T+ KA[RH])

[.12

T, 2 2 (.12
siendo:

X =k, +k,, +k2[R] (1.13)

Y =k, +kp, [H +]+ kp[RH] (1.14)

Laws y Brand (1979) proponian para obtener las constantes cinéticas de las

reacciones ESPT del sistema 2-naftol/naftolato en presencia de aceptores/dadores

. . 1
protoénicos, la representacion de la suma y, +y, con y, =——, frente a [H'], [R] y
T

[RH]. Esta suma (7/1 + 7/2) viene dada por la ecuacion 1.15:
7/1 + }/2 = kOl + k02 + k21 + klZ[H +] + kZbI[R]+ k1b2[RH] (115)

Sin embargo, esta propuesta es erronea. En realidad las concentraciones de
H*, R y RH estan siempre relacionadas a través de las ecuaciones 1.10 y .11, y

debido a esto, no se podra realizar, por ejemplo, una representacion de y, +y, frente

a [H'], dejando constantes [R] y [RH], ya que estas concentraciones se veran
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modificadas al alterarse la de protones. En efecto, sustituyendo las ecuaciones 1.10 y

1.11 en la ecuacidn 1.15 se obtiene:

71+ 72 =Ko + Ky +Kyy K, [H Jr]*‘kslcbuﬁc +K456[1H_+]+ klbzchﬁ KA[Hl-ljl_]Jf] (I1.16)

En esta ecuacion 1.16 se puede observar la no linealidad de la suma y, +y,
frente a la concentracién protonica. Unicamente, si a cada valor de pH estudiado se

hace, C™" = K, +[H"] la representacion de y, +y, frente a [H'] seria lineal,

obteniéndose en cualquier caso a través de la pendiente k,, +k, en lugar de

k,,como afirmaban Laws y Brand.

De la misma forma se puede concluir que las representaciones de y, +y,

frente a [R] o [RH], manteniendo el resto de los parametros constantes son
imposibles. Sin embargo, aunque la propuesta de obtencion de las constantes
cinéticas no fue la correcta, el modelo cinético si que se ajusta a las caracteristicas
del comportamiento de estos sistemas y se ha utilizado extensamente por nuestro
grupo de investigacion para describir la cinética de las reacciones ESPT en presencia
de un aceptor/dador de protones (Alvarez-Pez et al., 2001; Crovetto et al., 2004; Orte
et al., 2005a,b; Boens et al., 2006; Paredes et al., 2009).

Posteriormente a Laws y Brand, se ha continuado investigando otros sistemas
de fluordforos que presentan reacciones ESPT y el efecto de aceptores/dadores
protonicos sobre éstas. Por ejemplo, Davenport et al. (1986) estudiaron las
reacciones de transferencia protonica en estado excitado de d-equilenina y
dihidroequilenina tanto en disolucién como en vesiculas. Estos autores también
analizaron el efecto de la adicion de acetato, actuando como aceptor/dador protonico.
El estudio en vesiculas resulta bastante interesante ya que, a los resultados obtenidos
por las técnicas de fluorimetria en estado estacionario y con resolucion temporal
mediante TCSPC, adicionan medidas de anisotropia de fluorescencia y estas medidas

ayudan a discernir la localizacion y comportamiento del fluoréforo en medios
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organizados. Estos autores encontraron que, al igual que en otros sistemas, la adicion
de un aceptor/dador protonico a la concentracion adecuada acelera la reaccion ESPT.
Sin embargo, en vesiculas esta aceleracion no es tan notable, ya que hay una serie de
fluoro6foros libres y por tanto, accesibles al aceptor/dador protonico, mientras que hay
otros que se encuentran adsorbidos a las vesiculas y no resultan accesibles al acetato.
Encontraron, ademds, que el contenido en colesterol de las membranas de las
vesiculas afectaba a esta accesibilidad y este efecto plantea una posible aplicacion, al
poder emplearse la reaccion ESPT como indicador del contenido en colesterol de las

membranas.

Una visién diferente del efecto de aceptores protonicos en las ESPT la dieron
Goldberg et al. (1992). En el tratamiento de desprotonaciones ultrarrapidas de
fotoacidos, en las cuales la recombinacion del proton saliente con la base en estado
excitado es un fendmeno de relevancia, la adicion de sustancias aceptoras de
protones consigue reducir la reprotonacion, favoreciendo la desprotonacion del

fotoacido.

Melo et al. (1996) desarrollaron unas expresiones teoricas derivadas de las
ecuaciones de Weller para cuantificar las constantes cinéticas de las reacciones ESPT
en presencia de tampones a través de las curvas de valoracion de fluorescencia. En
ellas consideraban tanto las reacciones ESPT adiabaticas por su rapidez, como los
efectos no adiabaticos de las especies del tampon. Las aplicaron a las ESPT del

fenol, 1- naftol, 2-naftol y a la acridina.

El efecto de las especies de un aceptor/dador proténico sobre las reacciones
de transferencia proténica de un fluor6foro tan comun y empleado en diversas
aplicaciones como es la fluoresceina, ha sido objeto de estudio de nuestro grupo de
investigacion (Yguerabide et al., 1994; Alvarez-Pez et al., 2001; Crovetto et al.,
2002, 2004; Boens et al., 2004), ademas de otros derivados de la misma como la
27,7 -difluorofluoresceina (Orte et al., 2005a,b,c), la BCECF (Boens et al., 2006) y
derivados del TG (Crovetto et al., 2007; Paredes et al., 2009), aunque de esto se

tratara con mayor amplitud en el epigrafe siguiente.
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En determinadas condiciones, la alta concentracion de aceptor protonico en
transferencias protonicas bimoleculares en el estado excitado hace notable el control
por difusion de las velocidades de la reaccion. Pines et al. (1991) estudiaron este
efecto en trasferencias protdnicas hacia el i6n acetato de varios fotoacidos (1-naftol,
2-naftol y derivados, 8-hidroxipireno-1,3,6-trisulfonato, 1-hidroxipireno, etc.),
empleando dos diferentes concentraciones de tampoén acetato, 8 y 1 M. En este
trabajo publican un valor de (1.3 + 0.3) x 10" M 5™, siendo éste uno de los mas
altos de las constantes cinéticas bimoleculares en trasferencias protonicas en el
estado excitado para el 5-ciano-1-naftol descrito hasta esa fecha, el cual deriva en un

tiempo de decaimiento de alrededor de 5 ps.

Los aceptores/dadores de protones también pueden influir en otro tipo de
transferencias protonicas en el estado excitado como son las intramoleculares o las

fototautomerizaciones (Koziolowa et al., 1996; Sikorsa y Koziolowa, 1996).

Una aplicacion posterior de las reacciones ESPT mediadas por las especies de
un aceptor/dador protonico la encontramos en el diseno de quimiosensores (Pina et
al., 1999). Estos autores proponen el uso de un aceptor/dador protonico para
controlar la eficiencia de la senal fluorescente, de tal manera que a través de
diferentes concentraciones del aceptor/dador protonico se puede seleccionar la
eficiencia requerida, crear esquemas de quimiosensores de tres niveles (figuras .17 y
[.18) y en definitiva, emplear estos fluoréforos como sondas de pH o indicadores de

la concentracion de un aceptor/dador protonico.
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pH

Figura 1.17. Curvas de valoracion normalizadas de emision de fluorescencia del 2-naftol:
(@) forma acida en ausencia de tampon, (A ) forma basica en ausencia de tampon, (O) forma
acida en presencia de tampon acetato 0.1 M, (A) especie basica con tampon acetato 0.1 M
(Pina et al., 1999).

pH

Figura 1.18. Curva de valoracion de emision de fluorescencia del fenol en ausencia (A) y
presencia (O) de tamp6n acetato 0.1 M (Pina et al., 1999).

Ademaés de las especies de un tampon se han empleado otros aceptores
protoénicos, como por ejemplo la urea, que es uno de los mas utilizados. Htun ha
estudiado la desprotonacion en el estado excitado del 4-hidroxi-1-naftalensulfonato
(Htun et al., 1998), del 1-naftol (Htun, 2000) y la piranina (Htun, 2003) en metanol
como disolvente, actuando la urea como aceptor protonico. El mecanismo planteado

por Htun es el que se muestra en el esquema 1.5. Htun encontr¢ la reversibilidad de la
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reaccion ESPT debida a la recombinacion del par i6nico fluoroforo excitado-urea tras

la desprotonacion.

ki * ky *
(RO-" ...H*U,;) —» RO~ + UyH*

ROH* + nU

::kf kg i Kt : Kt
Yy Y v

Esquema 1.5. Esquema de ESPT del 1-naftol, con urea como aceptor protonico, en metanol
(Htun, 2000).

k.|

En resumen, la presencia de un aceptor/dador protonico adecuado favorece
las reacciones de transferencia protdnica en el estado excitado; tanto en el modelo
inicial con el que Laws y Brand (1979) estudiaron el 2-naftol, como la vision
posterior de Goldberg et al. (1992), quienes describen el efecto “acelerador” que

produce el aceptor/dador protdnico sobre las reacciones ESPT.

1.4.3. REACCIONES ESPT DE LA FLUORESCEINA

Por analogia con el compuesto que se trata en esta Memoria, el Acido 4-(6-
hicroxi-3-oxo-3H-xanten-9-il)-3-metil-benzoico, Tokyo Green II (TGII), Ilas
reacciones ESPT descritas en la bibliografia sobre la fluoresceina resultan de gran
interés, ya que tanto los equilibrios prototropicos, como las caracteristicas

espectroscopicas de ambas moléculas son muy similares.

Los primeros estudios sistematicos sobre el comportamiento de las diferentes
formas prototropicas de la fluoresceina en el estado excitado fueron realizadas por
Rozwadowski (1961), quién recogio los espectros de emision de fluoresceina en
disolucion acuosa en funcion del pH. Rozwadowski también mostré una grafica de
tiempos de vida frente al pH que evidencia una transicion alrededor de pH 6.5.

Propuso que la transicion es debida a la reaccion de intercambio protonico entre el
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monoanion y dianion, pero no presentd datos convincentes que pudieran soportar su

propuesta.

Algo después Leonhardt et al. (1971) midieron el rendimiento cuantico de
fluorescencia de las cuatro formas prototropicas de la fluoresceina, proporcionando
también los valores de pK, de los tres equilibrios acido-base que describen el
comportamiento del colorante frente al pH. Propusieron un valor de 6.9 para el
equilibrio entre el monoanion y el dianion, suponiendo que la reaccidon en el estado
excitado entre ambas formas prototropicas ocurre con rapidez y llega a alcanzar el

equilibrio en un tiempo menor que los tiempos de vida de las dos especies excitadas.

En 1975, Guyot et al. (1975) cuantificaron el pKa de los tres equilibrios
mediante la aplicacion del ciclo de Forster, obteniendo un valor de 5.7 para el
equilibrio monoanién/dianién. Sin embargo, concluyeron que no se establecia el
equilibrio prototropico durante el tiempo de vida de los estados excitados y a esta
misma conclusion llegaron el mismo afio Martin y Lidnqvist (1975). Algo mas tarde,
Shah et al. (1983, 1984) y Shah y Pant (1985) analizaron con mayor rigor las
reacciones ESPT de la fluoresceina en disolucion acuosa a temperatura ambiente y
muy baja temperatura. Sin embargo, el equilibrio mas estudiado por ellos fue entre
las especies catidnica y neutra, asi como entre el catién y un dicatién propuesto por
ellos. Plantearon un modelo simple en dos estados excitados y calcularon las
constantes cinéticas a través de una simplificacion de las ecuaciones de velocidad.
Asimismo, estos autores afirmaron que no es posible calcular el valor del pK, del
cation debido a la existencia de multiples formas neutras, por lo que determinaron el
pKa* a través del ciclo de Forster (ecuacion 1.6), obteniendo un valor de -1.3 (Shah et
al., 1983, 1984). Posteriormente, Shah y Pant (1985) continuaron sus investigaciones
utilizando la técnica del conteo de fotones individuales correlacionados en el tiempo
(TCSPC) aplicada a la reaccion ESPT de la forma catidonica de la fluoresceina,
proponiendo un esquema cinético en dos estados excitados reversibles. La solucion
teorica de las ecuaciones cinéticas supone la presencia de decaimientos
biexponenciales. Sin embargo, en disolucién acuosa de acido sulfurico y perclorico,
los decaimientos que estos autores obtuvieron eran monoexponenciales, debido

probablemente a que la resolucion del instrumento no era la adecuada, ya que si la
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especie cationica de la fluoresceina es un “super-fotoacido”, el tiempo de vida corto
seria bastante pequefio, con lo que si el instrumento no era el adecuado, este tiempo
no se detectaria. Para reducir la constante cinética de la reaccion la estudiaron en
mezclas glicerol:agua, de forma que la mayor viscosidad de las disoluciones
disminuyera las constantes difusionales. Efectivamente, en un 60% de glicerol, los
autores obtuvieron un tiempo de decaimiento corto de 300 ps. Asi, calcularon los
valores de las constantes cinéticas para diferentes mezclas glicerol:agua, con distinta
viscosidad total, de forma que por extrapolacion a la viscosidad de la disolucion
acuosa obtuvieron unos valores de 3.5 x 10" s para la desprotonacion y para la
reprotonaciéon 9 x 10° M s, lo que significaba un valor de pKa de 0.6, en contraste

con el de -1.3 obtenido en el ciclo de Forster.

Dada la confusion existente en la bibliografia sobre si las reacciones de
intercambio protdnico en el estado excitado se producen o no durante el tiempo de
vida de los estados excitados de las distintas especies prototropicas de la fluoresceina
y en particular entre el monoaniéon y la especia dianidnica (que son las Unicas
relevantes en los alrededores del pH fisiologico), se abordd en nuestro grupo de
investigacion el estudio de las reacciones de transferencia proténica entre las
mencionadas especies monoanionica y dianionica, tanto de la fluoresceina como de
algunos de sus derivados. Debido a la relevancia de la fluoresceina como fluoréforo
y a su extendida aplicacion en bioquimica, el conocimiento exhaustivo de estas
reacciones supone una inestimable ayuda en la interpretacion de los resultados
obtenidos con fluoresceina como etiqueta fluorescente. Asi, Yguerabide et al. (1994)
concluyeron que la reaccion ESPT entre el monoanion y el dianion Unicamente se
produce en presencia de un aceptor/dador protonico adecuado, mientras que si no

existe éste, ambas formas prototropicas actlian como fluordforos independientes.

Plantearon una metodologia general, mediante fluorimetria en estado
estacionario, para aplicarla a la reaccion ESPT entre el dianion y el monoanion de
fluoresceina promovida por las especies del tampon fosfato. Mediante ajuste no
lineal por minimos cuadrados a la ecuacion 1.17 de los datos de fluorescencia en

estado estacionario en presencia de fosfatos 1 M se obtuvo un pK, de 6.31 (figura
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1.19). En esta ecuacion, los factores ¢ y ¢b estan relacionados con los rendimientos
cuanticos de cada especie, aunque su valor numérico es relativo a los de intensidad

de fluorescencia.
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Figura 1.19. Intensidad de fluorescencia (o0) frente al valor de pH de disoluciones de
fluoresceina a alta concentracion de tampoén de fosfatos (1 M). La concentracion de
fluoresceina fue de 10 M y las longitudes de onda de excitacion y emision fueron 437 y 512
nm respectivamente. La linea soélida sobre los puntos experimentales fue calculada con la
ecuacion 1.17, y los parametros pKy = 6.31, ¢y = 0.188 y ¢ = 1 y la absorbancia calculada
con: pKe = 2.19, pKy = 4.4, pKy = 6.48, s = 49800 M cm™, & = 11600 M cm™, gy =
20000 M cm-1y & = 6500 M cm™ (Yguerabide et al., 1994)

Posteriormente, Alvarez-Pez et al. (2001) propusieron el modelo cinético de
la reaccion ESPT entre el monoanion y dianion incluyendo, tanto la reaccion
facilitada por las especies del aceptor/dador protonico como la reaccion ESPT del
monoanion hacia el disolvente, agua, asi como la reacciéon de reprotonacioén
bimolecular en el estado excitado del dianiéon. Mediante fluorimetria con resolucion

temporal de nanosegundos resolvieron la cinética de la reaccion ESPT entre el
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monoaniéon y dianién promovida por las especies del tampén fosfato 1M. La
metodologia se basa en ajustes globales no lineales por minimos cuadrados de los
tiempos de decaimiento, de acuerdo con las ecuaciones derivadas del modelo
cinético. La tabla 1.2 recoge los resultados de las constantes cinéticas obtenidas,

mientras que la figura [.20 muestra estos ajustes.

Tabla 1.2

Constantes cinéticas para la reaccion ESPT entre el monoanion y el dianion de la
fluoresceina en presencia de tampén de fosfatos 1M2.

o (NS) Ty (NS) kow (ns™) kvo (Ns™)  &°wp (M ns™)  kPom (M ns™)
434+0.02 3.70+0.03 (2.6+1.3)x10” 0° 0.92+0.04  0.304+0.009
pKa =6.4°

* Alvarez-Pez et al., 2001
®Tendio a cero en el proceso de ajuste
¢ Calculado en la zona de concentraciones constantes en equilibrio de [M ]y [D']

1, 5 (ns)
[ ]
tn

0.5

6.0 6.5 7.0 15 8.0
pH

Figura 1.20. Tiempos de decaimiento largo 7. (@) y corto z; (O) para disoluciones de
fluoresceina en presencia de tampon de fosfatos, obtenidos mediante analisis global. Las
lineas representan los tiempos de decaimiento calculados con los valores de las constantes
cinéticas determinadas por Alvarez-Pez et al. (2001).
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Hay sustancias que actian como aceptores/dadores protonicos adecuados para
favorecer las reacciones ESPT entre las especies mono y dianiénica. Una de ellas es
el acido N-acetilaspartico (Crovetto et al., 2002; Crovetto, 2003). Crovetto et al.
(2004) determinaron las constantes cinéticas de esta ESPT en presencia de 4cido N-
acetilaspartico 1M, empleando la metodologia por fluorimetria en estado estacionario
propuesta por Yguerabide et al. (1994) para la fluoresceina, asi como mediante
fluorimetria con resolucion temporal. La cinética de este proceso se resolvid
empleando el andlisis global compartimental, GCA, siendo la primera vez que se
aplico esta metodologia en la resolucién de la cinética de reacciones ESPT con
adicion de tampon como aceptor/dador protonico. Debido a que nunca se habia
resuelto con la metodologia del GCA un sistema cuyas reacciones en estado excitado
fueran promovidas por la presencia de las especies de un regulador del pH, se
propusieron también las condiciones experimentales necesarias para que los
pardmetros recuperados en el GCA fueran identificables de forma tnica (Boens et
al., 2004). Los valores de las constantes cinéticas obtenidas por Crovetto et al.

(2004) se muestran en la tabla 1.3.

Tabla 1.3

Constantes cinéticas para la ESPT entre el monoanion y el dianion de la fluoresceina
en presencia de dcido N-acetilaspartico 1M?.

Kom + kom (s™) Ko (ns™) ko (M™ns™) K’om (M™ns™) Ko (M™ns™)

0.2765 + 0.004 0.231° 0P 0.0336 £0.0015  0.0120+0.0015

2 Crovetto et al., 2004
® Mantenidas fijas durante el proceso de ajuste.

De entre los derivados de fluoresceina resistentes a la fotodegradacion, uno
de los de mayor rendimiento cuantico es el OG-488 que, ademas, presenta valores de
pKa en el estado fundamental muy préximos entre si, lo que permite desarrollar
modelos cinéticos en tres estados y su aplicacion a las reacciones ESPT del citado

colorante en disolucion acuosa. La extension del modelo cinético a un sistema en tres
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estados excitados sucesivos fue realizada por Orte et al. (2005a,b) con disoluciones
acidas de OG-488. El modelo en tres estados excitados se resolvid mediante la
aplicacion del andlisis global tricompartimental, siendo este uno de los pocos
sistemas en tres estados resueltos con esa metodologia. Los modelos propuestos
junto a los parametros recuperados, poseen un gran poder de prediccion y permiten
calcular el tiempo que tarda el sistema en alcanzar el acoplamiento en el estado
excitado en los decaimientos de las especies reactivas, o predecir los tiempos de vida
correspondientes a disoluciones de colorante en distintas condiciones experimentales.
También permite el calculo de la sefal de fluorescencia en estado estacionario que se
obtendria a partir de disoluciones con distintos valores de pH (Orte et al., 2005c).
Los valores de las constantes cinéticas obtenidas por Orte et al. (2005a) se muestran

en la tabla [.4.

Tabla 1.4

Constantes cinéticas para la reaccion ESPT entre el monoanion y el dianioén del OG-
488 en presencia de tampodn acetato 1M°.

Kom + Kop (ns™) Kop (ns™) kvp (M™ns™) Ko (M'ns™) K°wpb (M™ns™)

0.297 £ 0.001 0.247 £ 0.001 0P 0.970 £0.002  0.179 £0.001

2 Orte et al., 2005a
® Mantenida fija durante el proceso de ajuste

En lo que se refiere a la sensibilidad de la emision fluorescente frente al pH,
mas que una desventaja, en ciertas ocasiones se convierte en una propiedad
fundamental de estos derivados que se aplica con ventaja utilizandolos como
indicadores del pH. Con este objeto, se han sintetizado derivados como la [2',7'-bis-
(2-carboxietil)-5-(y-6)-carboxifluoresceina] (BCECF), el indicador intracelular mas
usado para valores de pH cercanos a la neutralidad (Szmacinski y Lakowicz, 1993).
Recientemente, se ha publicado un estudio sobre la fotofisica de BCECF en donde se
aplico el GCA para la obtencion de los parametros cinéticos y espectrales de la

reaccion ESTP entre el tetra-anion y el penta-anion del mencionado derivado (Boens

68 Tesis Doctoral Patricia Lozano Vélez



1. Introduccion

et al., 2006). Este articulo arrojo serias dudas sobre la mayoria de datos publicados y

que fueron obtenidos utilizando este compuesto como sonda intracelular de pH.

1.4.4. IDENTIFICABILIDAD DEL SISTEMA COMPARTIMENTAL

Las reacciones de transferencia protonica promovidas por la presencia de un
aceptor/dador proténico adecuado han sido analizadas bajo el entorno del analisis
global compartimental. Algunos de los pocos de estos sistemas resueltos hasta ahora
son el de la fluoresceina en presencia de acido N-acetilaspartico (Crovetto et al.,
2004), el del derivado de la fluoresceina, el 2’,7 -difluorofluoresceina en presencia
de acido acético y acetato (Orte et al., 2005a,c), mencionados en el apartado anterior.
Asi como el TG-I (Crovetto et al., 2007) y el TG-II (Paredes et al., 2009) ambos en

presencia de tampon fosfato.

Una caracteristica muy importante en el ambito del andlisis global
compartimental es la posibilidad de asignar un tnico conjunto de valores a los
parametros cinéticos y espectroscopicos, a partir de los decaimientos adquiridos para
ello. Esto se denomina identificabilidad. Se denomina sistema globalmente
identificable al sistema en el que se tienen decaimientos suficientes para asignar un
unico valor a cada uno de los parametros. Si existen varios conjuntos de soluciones,
el sistema se denomina localmente identificable. El sistema compartimental sera no
identificable cuando no se logre obtener una solucion de los parametros. El problema
de la identificabilidad estructural es tratar de obtener todos los pardmetros de un
sistema compartimental a través de medidas libres de error. Es evidente que esta
situacion no es real, sin embargo, los estudios de identificabilidad son clave a la hora
de disefiar los experimentos y programar las superficies de decaimientos de

fluorescencia para ser introducidas en un analisis global compartimental.

Como ejemplos de andlisis de identificabilidad en sistemas fotofisicos

destacaremos:
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o El trabajo de Ameloot et al. (1991) donde se muestra para un proceso
intermolecular en dos estados excitados que dos conjuntos diferentes de valores para
las constantes cinéticas pueden satisfacer igualmente los datos experimentales.

. Para un proceso intermolecular irreversible en dos estados excitados, aunque
se conozca una de las constantes (la reaccion en estado excitado del producto hacia el
reactivo es nula), no es posible conocer de forma unica el resto de las constantes
cinéticas (Boens et al., 1996).

o Para un proceso intramolecular en dos estados excitados, Van Dommelen et
al. (1993) demostraron que Gnicamente pueden obtenerse ciertas combinaciones de
las constantes cinéticas empleando un amortiguador con diferentes eficacias de
amortiguacion para ambas especies excitadas y al menos emplear tres
concentraciones diferentes del amortiguador. Ademads, demostraron que solo es
posible obtener los limites de los valores de las constantes.

o Kowalczyk et al. (1995) llevaron a cabo un estudio de identificabilidad en un
modelo de tres especies, investigando un proceso intermolecular en dos estados en
presencia de una impureza fluorescente. Para este sistema, al igual que para el
sistema reversible en dos estados, es necesario obtener decaimientos en ausencia de
co-reactante, para asignar un valor inequivoco a las constantes cinéticas.

o Boens y Kowalczyk (1996) realizaron el estudio de identificabilidad de un
proceso intermolecular competitivo en tres estados excitados (la especie 1" reacciona
con dos reactantes diferentes, X e Y). Demostraron que para este sistema pueden
obtenerse valores Unicos para todas las constantes cinéticas implicadas, a través de
decaimientos con dos concentraciones diferentes de co-reactante X y otras dos
concentraciones del co-reactante Y. Es destacable que no son necesarios
decaimientos en ausencia de los co-reactantes para asignar valores univocos a las
constantes cinéticas. Sin embargo, para los parametros espectrales, relacionados con
los factores pre-exponenciales y tiempos de decaimiento, los métodos numéricos
para intentar resolver esta situacion son insuficientes en este caso.

o Se realizé un estudio de identificabilidad para el sistema de reaccion de
transferencia de protones en el estado excitado promovida por las especies de un

aceptor/dador protonico (Boens et al., 2004), donde se concluyd6 que la
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identificabilidad global del sistema puede asegurarse siempre en términos de Kij, Sy
C, a través de decaimientos de fluorescencia a dos valores de pH y tres
concentraciones de tampon, una de ellas nula. Hay que tener en cuenta que los

decaimientos a las tres concentraciones de tampdn correspondientes a cada valor de

pH tendran que estar recogidos bajo las mismas condiciones de A" y A%, para

asegurar la determinacion de Gy C . Puede conseguirse identificabilidad global con
tan s6lo una concentracion de tampdn no nula si se dispone de informacion adicional
a priori, como puede ser el conocimiento previo de Koz y ko1 + Kz1 simultaneamente.
El trabajo de Boens et al. (2004) es imprescindible para la presente Memoria, ya que
el sistema cinético empleado para el estudio de las ESPT es precisamente el descrito
en el articulo.

. En 2005, Boens y De Schryver realizaron un estudio de la identificabilidad
de un sistema intramolecular con tres estados excitados. Demostraron que las
medidas cinéticas en este tipo de modelo, con reacciones reversibles entre los tres
estados, no son suficientes para resolverlo y por tanto, se trata de un sistema no
identificable. Sin embargo, los autores proponen una solucion usando un decaimiento
monoexponencial con un compuesto de referencia y asumir que la constante de
desactivacion koger) €s equivalente a una constante de velocidad de desactivacion del
modelo intramolecular ky;. Es necesario indicar que los resultados obtenidos de esta
manera, se basan en la presuncion de que el valor ko es transferible al proceso
estudiado.

e Boens et al. (2007) realizaron un estudio de identificabilidad de dos modelos
utilizados para describir la amortiguacion de los tiempos de vida de fluorescencia de
colorantes en micelas. El primer modelo asume que el paso del amortiguador a las
micelas es menor que el tiempo de fluorescencia del colorante, en este caso, las
velocidades de desactivacion ko y de amortiguacion kq de la molécula excitada, son
identificables conjuntamente en funcién del nimero de moléculas de amortiguador
por micela. El segundo modelo estudiado asume que el paso entre la micela y el
exterior del amortiguador es mas rapido que el tiempo de vida del colorante. Bajo

estas condiciones las constantes de velocidad de desactivacion del colorante kg y del
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amortiguador kq son identificables a través de las constantes de entrada k. y salida k.

del amortiguador en la micela y el numero de agregacién micelar.

1.5. METODOS DE ANALISIS

1.5.1. ANALISIS NO LINEAL POR MINIMOS CUADRADOS (NLLS)

En la actualidad, el ajuste no lineal por minimos cuadrados (NLLS) es una
herramienta que se ha desarrollado ampliamente con el uso de los ordenadores y se
viene utilizando frecuentemente en todas las ramas de la ciencia, habiendo sustituido
en gran medida a los métodos clasicos de evaluacion de pardmetros mediante
linealizaciones o métodos graficos. En la presente Memoria, el anélisis NLLS es un
método que se emplea en dos vertientes diferentes: una primera en el ajuste de datos
espectroscopicos a las ecuaciones teoricas desprendidas de las teorias acido—base y
leyes que rigen el comportamiento, absorciométrico y fluorescente, de fluoréforos
(ley de Beer, ley de Kavanagh, etc.); un segundo aspecto donde se aplica NLLS es en
los ajustes por reconvolucion iterativa de decaimientos de fluorescencia a las leyes
de decaimiento multi-exponenciales. Asi, es interesante realizar una breve

descripcion del fundamento de este método.

El analisis NLLS comprende un grupo de procedimientos numéricos de los
que se obtienen valores optimos de los parametros ¢; de una ecuacion G(a,X) (siendo
o el vector de pardmetros i), de forma que describan una coleccion de datos
experimentales (X, Yk). Estos métodos numéricos son simplemente algoritmos que
partiendo de unos valores iniciales de los pardmetros éstos van variando hasta
obtenerse los mejores, de modo que la funcién calculada se ajuste bien a los datos
experimentales; este proceso se repite iterativamente hasta alcanzar un valor en los
pardmetros con mayor probabilidad de ser el correcto, hecho que ocurre cuando las
iteraciones convergen hacia una serie estable de valores de los parametros. Existen
varios tipos de algoritmos posibles a este efecto, los cuales recuperaran valores de los

parametros equivalentes, aunque pueden variar los limites de confianza,
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convergencia, etc. Algunos de los algoritmos més empleados son: Nelder — Mead,
método de extrapolacion parabolica de y°, método de Newton — Raphson, Gauss —
Newton, método de descenso escarpado y el algoritmo de Marquardt — Levenberg
(Marquardt, 1963; Bevington y Robinson, 1993). Este ultimo, que es una
combinacion de los métodos de Gauss — Newton y descenso escarpado, es el mas

utilizado en la actualidad y el que se emplea exclusivamente en esta Memoria.
1.5.1.1. Requerimientos para un andlisis NLLS

Para que la aplicacion del método de ajuste no linear por minimos cuadrados

sea correcta, ha de cumplirse una serie de requisitos:

1. Toda la incertidumbre experimental se encuentra sobre la variable
dependiente y. Ademas, esta incertidumbre ha de tener una distribucion
gaussiana centrada en el valor correcto. Si existe incertidumbre sobre la
variable independiente X, ésta ha de ser significativamente menor que la

que aparece en Y y no estar correlacionadas entre si.
2. Las incertidumbres no deben tener un caracter sistematico.

3. El modelo tedrico que define la funcion de ajuste es la ley correcta que
describe al sistema. Si se asume una ley incorrecta, los parametros

recuperados serdn también incorrectos y sin sentido fisico.
4. Todos los datos provienen de observaciones independientes.

5. Hay un nimero de datos experimentales suficientes como para que los
parametros queden sobredeterminados y el ruido experimental quede

totalmente determinado.
1.5.1.2. Minimos cuadrados

Para los métodos de ajuste por minimos cuadrados la definicion de la “mejor”
serie de parametros es aquella que minimiza la suma de los cuadrados de los

residuales incluyendo los factores de peso estadistico, es decir, segin la siguiente
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ecuacion (I.18) se minimiza el valor de 77, siendo Ry estos residuales, Y el valor de la
variable dependiente en la observacion K, G(a,xk) es el valor de la funcion de ajuste

con los valores de pardmetros del vector a en el punto de variable independiente Xy, y
ok es la incertidumbre asociada a Yi, donde w =1/ ot el factor de peso estadistico.

(Cuando el ruido es fundamentalmente aleatorio, suele definirse wy = 1/yx (Gil y

Rodriguez, 2003).
2t =YW [y, ~G(ax )] =X RS (1.18)

Es evidente que conforme mejor sea el ajuste, G(ot,Xk) € Yk seran mas

parecidos y el valor de #* tendera a un minimo.

De forma general, tanto los datos espectroscopicos de absorcion y
fluorescencia en estado estacionario, como los de fluorescencia con resolucion
temporal, mediante la técnica del contaje de fotones individuales correlacionados en
el tiempo (TCSPC), cumplen todas las condiciones para implementar un ajuste

NLLS.

El proceso de andlisis de los datos de TCSPC difiere ligeramente de lo
expuesto hasta ahora. De forma resumida, consiste en seleccionar una ley de
decaimiento I(a,t), con su serie de pardmetros a, que describe el sistema. La funcion
G(aLty) se obtiene por convolucion de la ley de decaimiento con el perfil instrumental
y es la que se compara con los valores experimentales del decaimiento Y(t), para
obtener los valores de los parametros de la ley de decaimiento, a través de NLLS.

Estos métodos se denominan de reconvolucion iterativa.
1.5.1.3. Estimacion de la bondad del ajuste

Una buena estimacién de la bondad del ajuste es el valor del parametro /%, y
que éste llegue a un minimo. Sin embargo, 7’ depende del nimero de puntos

(Bevington y Robinson, 1993), asi que suele utilizarse el valor de * reducido ( z2):
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X = =" (1.19)

Aqui, n es el nimero de puntos y p el nimero de pardmetros ajustables, por lo
que v=n-p representa el namero de grados de libertad en el ajuste. El valor de y;
cuando existe ausencia de errores sistematicos ha de ser proximo a la unidad,
indicando un buen ajuste. Este y7, 0 y* por grado de libertad, también denominado

varianza del ajuste, mide la dispersion residual de los datos alrededor del valor

determinista.

Otro indicador de la bondad del ajuste NLLS es el coeficiente de regresion r?,
definido por la expresion siguiente (Gil y Rodriguez, 2003):
2 St2 4 5

r-= ? (1.20)
t

En esta expresion, S es la varianza total, que mide la dispersion de los datos

alrededor del valor medio de la variable dependiente (y) y viene definida como:

S;

- Y p— v 2
pa W (Y = Y) (1.21)

Siendo n el nimero de puntos de cada curva ajustada, Y el valor experimental

medido de la variable dependiente y Wy el factor de peso estadistico de cada medida.

Segun la expresion de r?, si el modelo G(a.,X) es una buena representacion de

los datos experimentales Yy, los residuales seran pequefios, por lo que el valor de y?

sera también pequefio, de forma que y? <<'S},y por tanto r* ~1.

Existen, ademads, otros aspectos a tener en cuenta para definir la bondad del
ajuste. El primero de ellos debe ser una exploracion visual, tanto de los datos

experimentales con la funcion de ajuste, como de los residuales Ry frente a la
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variable independiente Xx. Estas visualizaciones permiten encontrar tendencias y

correlaciones, juzgando de manera inequivoca la calidad del ajuste.

Otro criterio para comprobar la bondad del ajuste es la funcion de
autocorrelacion. La distribucion de esta funcion debe ser al azar en torno a cero, para
un modelo correcto y ausencia de errores sistemdticos. De forma simplificada, esta
funcion es un indice de la correlacion del residual a un cierto valor de la variable

independiente, con los residuales siguientes.

Existen métodos a tener en cuenta para juzgar la bondad del ajuste, como el
test de Durbin—Watson (Draper y Smith, 1981) y el test de tendencia (Bard, 1974)
entre otros. Estos métodos se encuentran descritos en detalle y estudiados

comparativamente por Straume y Johnson (1992).

Uno de los métodos mas interesantes para estimar la fiabilidad de los
parametros recuperados es la obtencion de los coeficientes de correlacion cruzada.
Si alguno de estos coeficientes de correlacion cruzada CCjj estd proximo a +1 o —1
quiere decir que cualquier variacion en el pardmetro ¢ puede compensarse casi
totalmente con una variacion en ¢;. Asi, no pueden asignarse valores unicos a los
parametros oy y ¢, sin otros datos adicionales. Existe un valor critico razonable de
+0.96 por encima del cual, los parametros obtenidos estdn claramente
correlacionados (Johnson et al., 1981; Johnson y Frasier, 1985). Sin embargo,
desafortunadamente, no esta bien definido el grado en el que los coeficientes de
correlacion cruzada pueden acercarse a £1 sin suponer un claro inconveniente en la

estimacion de pardmetros y depende en ocasiones de cada caso.
1.5.1.4. Analisis global

Uno de los mejores procedimientos para mejorar la precision de una serie de
pardmetros determinados consiste en el andlisis simultaneo de varios experimentos,
que pueden ser o repeticiones de uno solo (las repeticiones de experimentos
individuales no deben promediarse, es conveniente emplear simultdneamente todos

los datos (Johnson y Frasier, 1985) o bien, tratarse de diferentes experimentos con
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distintas  condiciones (pH, temperatura, concentracion, A%, A", etc.).
Denominaremos andlisis global a la combinacion en un ajuste NLLS de varios
experimentos, en los que algunos parametros son diferentes y otros son idénticos en
todas las medidas, vinculados en la totalidad de la superficie generada por todos los
experimentos. El andlisis global mejora claramente la resolucion de los parametros
en ajustes NLLS (Wahl y Auchet, 1972; Eisenfeld y Ford, 1979; Knutson et al., 1983;
Beechem et al., 1983, 1985b, 1991; Ameloot y Hendrickx, 1983; Beechem, 1992), y
ademas tiene en cuenta implicitamente la correlacion existente entre los parametros

obtenidos, asi como entre éstos y los datos experimentales (Straume, 1994).

En esta Memoria el andlisis global se emplea en las dos vertientes citadas
anteriormente (apartado 1.5.1.). Asi, se realizan ajustes globales NLLS de datos
espectroscopicos de absorcion y fluorescencia en estado estacionario de un
fluoréforo con diferentes formas prototrdpicas, en funcion del valor de pH. En el
caso de las medidas de absorcion a diferentes longitudes de onda, los valores de pK,
en estado fundamental son un claro ejemplo de pardmetros comunes a todas las
curvas; mientras que los diferentes coeficientes de extincion molar de las especies

prototropicas son parametros no comunes, ya que dependen de la longitud de onda.

También se aplica el analisis global a los ajustes por reconvolucion iterativa
de los perfiles de decaimiento experimentales, obtenidos por fluorimetria con
resolucion temporal mediante la técnica TCSPC. En el caso de ajustes con funciones
multiexponenciales, los tiempos de decaimiento 7 son independientes de las
longitudes de onda de emision y excitacion. Asi, decaimientos recogidos bajo las
mismas condiciones, pero variando las longitudes de onda de emision y/o excitacion,
pueden ajustarse simultineamente ligando los tiempos de decaimiento; en cambio,
los factores pre-exponenciales no son pardmetros ajustables globalmente, ya que
dependen de la contribucion relativa de cada tiempo de decaimiento a las longitudes
de onda seleccionadas. Los valores de tiempos de vida recuperados por este tipo de
analisis son bastante mdas fiables que los obtenidos por ajuste de un unico

decaimiento.
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1.5.2. ANALISIS GLOBAL COMPARTIMENTAL

1.5.2.1. Definicion de compartimento. Analisis compartimental

El término compartimento fue introducido probablemente por primera vez por
Sheppard (1948): “Existen numerosas instancias en investigacion biologica y
quimica donde se encuentran sistemas con multiples compartimentos. Esto es
indudablemente cierto en otros campos. En tales sistemas, pueden existir verdaderos
compartimentos, cuyos contenidos son homogéneos y quedan separados unos de
otros por limites reales. Sin embargo, el concepto puede generalizarse de forma que
una sustancia, como cualquier elemento quimico, puede considerarse que esta en un
compartimento diferente cuando se encuentra en un estado diferente de combinacion
quimica”. Otras definiciones mas o menos equivalentes las dieron Hearon (1963),
Brownellet al. (1968), Jacquez (1972) y posteriormente Anderson (1983). Sin
embargo, aun cuando el término compartimento no estaba siendo utilizado
explicitamente, ya se trabajo con modelos compartimentales anteriormente. El primer
modelo compartimental fue utilizado para la descripcion de los decaimientos
radiactivos. Después de que Becquerel descubriera la radiactividad (Becquerel,
1896), Rutherford y Soddy (1902) encontraron experimentalmente que el Th decae
con el tiempo, segun una funciéon exponencial. Posteriormente, Rutherford (1904)

analizo6 los decaimientos en cadena de sucesivas transformaciones:

. __Kaxa
dt
Xy K XK, X, 1.22
dt
WX K X, —K.X,
dt

Las soluciones de este sistema, es decir, la evolucion temporal de las

diferentes concentraciones de especies viene dada por las siguientes ecuaciones:
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X, () = X, (t,) e

K K
X, ()= 2 X (t.)eSet% L (K (t. )+ 3 X (t.))e vt
b() Kd—K a(O) ( b(O) K —Kb a(O))

a a

(1.23)

ZK. (t K
X =Ky t)e™ "+ Xy (t)+

c b
K. K
+ Sy Kalte
(Kb - Ka)(Kb - Kc)
K K. K K (t—
+(Kc(to)+7bxb(to)+ b Xa(to))e Kot
Kb_Kc (Kc_Ka)(Kc_Kb)

Como primera aplicacion fisioldgica, anterior incluso a la acufiacion del
término compartimento, se encuentran los estudios de Benke et al. (1935) que tratan

de la absorcion de nitrégeno en el organismo.

Igualmente importantes son las aportaciones de Teorell (1937a,b) y Artom et
al. (1938). Son las primeras aplicaciones farmacocinéticas del analisis
compartimental. En las referencias de Teorell aparece por primera vez la idea de la
transformacion quimica como una ruta entre compartimentos. La preocupacion de
Teorell era la desaparicion del farmaco de la sangre o tejidos. La actividad del
farmaco, dependiente de su forma quimica, podria disminuir, tanto por transporte a
otra regién espacial (eliminacidon) como por transformacion en otro compuesto
quimico (desactivacion). Ambos procesos suponen un tratamiento cinético
equivalente en cuanto a la desaparicion del farmaco. Asi, un compartimento se define

como un estado caracterizado por una localizacion espacial y naturaleza quimica.

Con el desarrollo actual de la teoria del analisis compartimental y sus
multiples aplicaciones, puede establecerse una definicion mas general de
compartimento: “Un compartimento es una cantidad de material que actia

cinéticamente de forma homogénea y propia” (Anderson, 1983). Rescigno también
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aporta una definicion simple, definiéndolo como “un conjunto de particulas
caracterizadas por un limite fisico y por tener idénticas propiedades cinéticas”
(Rescigno y Segre, 1966; Rescigno, 1999). El compartimento al que pertenece una
particula caracteriza tanto sus propiedades fisico—quimicas como su ambiente. Un
compartimento puede no ser un volumen fisico concreto, en ciertos estudios clinicos,
la cantidad de algiin material en un espacio fisioldgico usualmente se considera como
un compartimento. Las particulas de cada compartimento estan influenciadas por
fuerzas que provocan que éstas pasen de uno a otro. Todas las particulas de un
compartimento concreto tienen la misma probabilidad de transicion, ya que para el
sistema se consideran indistinguibles. La transiciéon entre compartimentos ocurre
traspasando ciertas barreras fisicas, o bien, a través de transformaciones fisicas o

quimicas.

Adicionalmente, otra definicion importante es la de sistema compartimental,
el cual consiste en dos 0 mas compartimentos interconectados, de modo que existe
entre algunos de ellos intercambio de materia. El sistema compartimental se modela
a través de una coleccion de ecuaciones diferenciales ordinarias, que describen la
variacion temporal de la cantidad de materia en cada compartimento particular. Estas
cinéticas vendran dictadas por las leyes fisicoquimicas que gobiernan el intercambio
de materia entre los compartimentos conectados, por ejemplo, difusion, temperatura,
reacciones quimicas, etc. Cabe mencionar la clasificacion entre sistemas
compartimentales cerrados y abiertos. En los primeros no existira intercambio de
materia con el exterior, en cambio, el sistema compartimental serd abierto si existen
entradas o salidas de materia desde o hacia el exterior. Un ejemplo de salida hacia el

exterior son las lineas de excrecion en sistemas compartimentales metabolicos.

Se denomina analisis compartimental a la teoria matematica que describe el
comportamiento de un sistema compartimental y como ya se ha comentado, viene
siendo utilizado extensamente en diversas areas de la ciencia, como biomedicina,
farmacocinética, sistemas metabdlicos, andlisis de ecosistemas, ingenieria y cinética
de reacciones quimicas (Jacquez, 1972; Anderson, 1983; Godfrey, 1983). Un

objetivo del andlisis compartimental es desarrollar una representacion matematica
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plausible de un fendémeno particular, fisico, quimico o bioldgico. Para esto, es
necesario un profundo conocimiento del sistema, de modo que se disponga del
fundamento adecuado que justifique el uso de un modelo compartimental.
Igualmente, otro objetivo es resolver el problema inverso, que consiste en tres pasos:
especificacion del modelo (determinacion del numero de compartimentos y las
interconexiones entre ellos), identificabilidad estructural (determinacién de si los
parametros del sistema quedan definidos de forma tUnica a través de las
observaciones realizadas) y la estimacion de los parametros (el problema préctico de
calcular, analitica o numéricamente, los “mejores” valores para los parametros del

modelo).

Un concepto importante en el entorno del andlisis compartimental es el de
identificabilidad. Como ya se ha citado, consiste en determinar si los pardmetros
recuperados del sistema compartimental tienen un valor inico, o si por el contrario,
existen diferentes combinaciones de valores que puedan describir de forma andloga
al sistema. Asi, se denomina identificabilidad global cuando solo existe un unico
conjunto de parametros que describen al sistema e identificabilidad local cuando
existen varios conjuntos de parametros que describen al sistema compartimental de
manera equivalente; en cambio, el sistema sera no identificable cuando exista un

numero infinito de conjuntos de parametros para describirlo (Boens et al., 2000).

Hay que considerar que algunos autores, como Rescigno (2001), critican el
excesivo uso de sistemas compartimentales. Rescigno atribuye la “decadencia de los
compartimentos” al hecho de que en ocasiones se han empleado modelos
compartimentales, considerando ecuaciones diferenciales erroneas, es decir, cuyos
datos experimentales pueden mas o menos ajustarse a dicha funcidn, pero sin tratarse
realmente de la funcion que define el sistema. Se trata, por tanto de una
consideracion a priori que puede no ser cierta. La modelizacion de sistemas, es decir,
el ajuste de los datos experimentales a través de una funcion sin base fisica, elegida a
posteriori tampoco es adecuado para este autor, ya que a través de este sistema no se
trata de confirmar hipdtesis expuestas a priori que aumenten el conocimiento sobre

el sistema.
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1.5.2.2. Analisis compartimental en fotofisica

La aplicacion de los modelos compartimentales a los sistemas fotofisicos,
cinéticas en el estado excitado, etc., es bastante reciente. De acuerdo a la definicion
de compartimentos y sistemas compartimentales, es importante remarcar las razones
de por qué los procesos en el estado excitado y sus cinéticas asociadas pueden

considerarse como procesos compartimentales:

e Los procesos implicados de intercambio de particulas de un estado a otro
pueden describirse a través de sistemas de ecuaciones diferenciales de primer orden
lineales.

e Se puede analizar el sistema en términos de un niimero finito de componentes
que interactian intercambiando material, y cada estado estd compuesto por una serie
de particulas que se comportan de un modo cinéticamente homogéneo.

e Puede considerarse la formacion de las especies excitadas (excitacion) como
el “input” al sistema compartimental, mientras que los procesos de desactivacion,
como emision de fluorescencia y procesos no radiativos, seran la salida del sistema.

Por tanto se tratara de sistemas compartimentales abiertos.

Estos modelos y el andlisis global compartimental se han utilizado con éxito
en bastantes sistemas fotofisicos reales. La primera aplicacion del analisis global
compartimental en fotofisica se ocupa de una reaccion ESPT sobradamente conocida,
la del 2-naftol/naftolato. Beechem et al. (1985b) introdujeron el concepto de los
sistemas compartimentales en este sistema, llegando a resultados coherentes con los
previos de Laws y Brand (1979). Posteriormente, Van den Bergh et al. (1992)
mediante andlisis global compartimental en un solo paso llegaron también a
resultados analogos a los ya obtenidos en la reaccion ESPT del 2-naftol. Otro sistema
fotofisico al que se aplico inicialmente el andlisis compartimental fue a la formacion
del excimero del pireno (Andriessen et al., 1991), mediante decaimientos simulados

y reales.

Posteriormente se han estudiando otros sistemas fotofisicos mediante analisis

global compartimental como es el caso de los sistemas de indicadores fluorescentes
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de K*, Ca*" y Mg®". Estos sistemas bicompartimentales se componen del fluoréforo
libre y el complejo formado por éste con el i6n correspondiente, tanto en el estado
fundamental como en el excitado. Mediante la aplicacion del analisis global
compartimental se han conseguido recuperar constantes cinéticas de formacion y
disociacion de los complejos en el estado excitado, constantes de desactivacion y
tiempos de vida de los fluor6foros libres y los complejos, asi como las constantes de
disociacion de los complejos fluordéforo-cation en estado fundamental. Los sistemas
que se han estudiado han sido el indicador PBFI para el K™ (Meuwis et al., 1995b)
los indicadores fluorescentes de Ca’>" denominados Fura-2 (Van den Bergh et al.,
1995a) y Quin-2 (Van den Bergh et al., 1995b), y el indicador Mag-fura-2 selectivo
para Mg”" (Meuwis et al., 1998).

Se han realizado diversos estudios tedricos para determinar las condiciones
necesarias para conseguir la identificabilidad estructural de sistemas fotofisicos
compartimentales, lo que supone la determinacion del minimo numero de
decaimientos en ausencia total de error, que hacen falta para conseguir la
identificabilidad del sistema. Aunque esto no es una situacion real, su estudio puede
ayudar al disefio de experimentos y construccion de superficies de decaimientos de
fluorescencia reales, de forma que el andlisis global compartimental por ajuste de
esta superficie de decaimientos llegue a una solucion identificable. Por ejemplo, se
han determinado las condiciones para conseguir identificabilidad estructural en
procesos intramoleculares entre dos estados excitados (Boens et al., 1992). En este
estudio, mediante decaimientos simulados, se llega a la conclusion de que es
necesario conocer a priori al menos tres parametros del sistema (dos constantes
cinéticas y un parametro espectroscopico, dos parametros espectroscopicos y una
constante cinética, o bien, tres parametros espectroscopicos). Este mismo sistema,
pero con la adicion de un amortiguador de fluorescencia fue estudiado por Boens et
al. (1993). La identificabilidad de un proceso intermolecular irreversible en dos
estados excitados (Boens et al., 1996b), por ejemplo una especie 1 y otra especie 2 en
estado fundamental (1 + M — 2), también presenta algunos aspectos de interés. En
este trabajo se considera que la constante cinética de asociacion en el estado excitado

. . .., * . * .
es nula, mientras que la disociacién de 2 hacia 1 es apreciable. No obstante, esta
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informacion no ayuda a la identificabilidad del sistema. En esta situacion, se pueden
obtener los valores de la constante de desactivacion de la especie 17, la suma de las
constantes de desactivacion de 2° y la cinética de disociacién de 2" hacia 17, y la
relacion entre esta constante cinética de disociacion y la constante del equilibrio de
disociacion de 2 en el estado fundamental. Esto se puede conseguir con tan solo dos
decaimientos con diferentes concentraciones del co-reactante M. El sistema puede
ser globalmente identificable cuando por otra técnica externa se determine el valor de
la constante de disociaciéon del complejo 2 en estado fundamental. Cuando Ia
constante cinética de asociacion de 1" y M en el estado excitado no es despreciable,
las condiciones de identificabilidad son diferentes (Boens et al., 2000). Un sistema
tricompartimental en el que una especie reacciona con dos co-reactantes diferentes,
para dar otras dos diferentes especies excitadas también ha sido tratado por Boens y
Kowalczyk (1996a). Este sistema es identificable en cuanto a las constantes cinéticas
con decaimientos a dos concentraciones diferentes de cada uno de los co-reactantes,
mientras que no lo es en términos de parametros espectroscopicos. Recientemente, se
ha desarrollado el estudio de identificabilidad de una reaccion ESPT entre dos
especies prototropicas de un fluor6foro mediada por un aceptor/dador protdnico

(Boens et al., 2004).

Cuando un sistema compartimental fotofisico no presenta identificabilidad
global, existe un método para determinar los limites entre los que se encuentran los
valores reales de las diferentes constantes cinéticas y de los pardmetros
espectroscopicos. Estos limites se pueden conocer llevando a cabo una serie de
analisis globales de una superficie de decaimientos en los que una de las constantes
permanece fija a diferentes valores preseleccionados. Este método fue aplicado por
primera vez a un proceso intramolecular en dos estados excitados con adicion de

quencher (Van Dommelen et al., 1993) y sin él.

También se ha aplicado en fotofisica el analisis global tricompartimental (tres
compartimentos implicados). El primer sistema fotofisico tricompartimental resuelto
fue el estudiado por Khalil et al. (1993), quienes describieron la formacion del

excimero del 1-cianopireno, simultdneamente con el exciplejo del 1-cianopireno con
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el 1,2-dimetilindol usando tolueno como disolvente. Las tres especies excitadas eran,
por tanto, el I-cianopireno, el excimero y el exciplejo. Inicialmente, mediante
analisis global bicompartimental encontraron una constante de formacioén del
exciplejo controlada por difusion, y una de disociacion despreciable. Igualmente, por
medio del analisis global bicompartimental, calcularon la constante de formacion del
excimero, siendo la disociacion del mismo también despreciable. La aplicacion del
analisis global tricompartimental a la superficie de decaimientos de fluorescencia
proporcion6 unos valores de las constantes similares a los que estos autores habian
obtenido en los andlisis bicompartimentales. Otro sistema compartimental en tres
estados excitados fue estudiado mas tarde por Hermans et al. (1995), este trabajo
trata de un polimero con pireno enlazado en la estructura. Los tres estados excitados
son el pireno en la estructura polimérica, pares de agregacion entre las moléculas de
polimero y un excimero formado entre fluor6éforos dentro de una misma cadena o
entre diferentes cadenas de polimero. Un sistema que resultdé muy complejo por el
fuerte solapamiento de los espectros de excitacion y de emision de las especies

neutra y monoanionica, fue el resuelto mediante anéalisis global tricompartimental por

Orte et al. (2005¢).

El principal problema de los sistemas tricompartimentales, radica en la
posible falta de identificabilidad (Boens y Kowalczyk, 1996a). El elevado nimero de
constantes puede hacer que queden muy correlacionadas entre si, llegando a
situaciones de identificabilidad local o de sistemas no identificables. En estos casos,
la posibilidad de agregar informacion externa a priori o aplicar el método de los
limites de las constantes que ya se ha comentado (Van Dommelen et al., 1993; Boens
et al., 1993) puede ayudar a resolver un sistema no identificable. Esto lo hizo Van
Stam et al. (1997) con un polimero similar al empleado por Hermans et al. (1995).
Los resultados de Hermans et al. (1995), como compuesto modelo, se utilizaron
como informacion a priori por Van Stam et al. (1997), quienes mediante el método
de los limites de las constantes consiguieron obtener intervalos de valores para las

constantes implicadas en el sistema tricompartimental.
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1.5.2.3. Teoria del analisis global compartimental para procesos en el estado
excitado

A continuacion se desarrollara la teoria para un andlisis global
compartimental de un proceso en dos estados excitados, al ser un ejemplo sencillo y
facilmente comparable con los tratamientos “clasicos”. En este apartado se definiran
los pardmetros que determinan el sistema y su relacion con otras variables fotofisicas

. [TP% PO ER) . r . .y
y ecuaciones “clasicas” y se explicara el proceso de ajuste para la obtencioén de los
parametros. La extrapolacion a un sistema de mas compartimentos es sencilla a partir

del sistema bicompartimental.

Esquema 1.6. Esquema cinético bicompartimental, con las especies 1 y 2 en equilibrio en el
estado fundamental y con una reaccion reversible en el estado excitado entre 1 y 2.

El sistema intermolecular considerado es el que se muestra en el esquema 1.6.
Este sistema es lineal e independiente del tiempo y consta de dos especies distintas
en el estado fundamental y sus dos correspondientes especies en el estado excitado.
Estrictamente, el sistema compartimental Unicamente consta de las especies
excitadas, las entradas de material a los compartimentos son las excitaciones,

mientras que la salida se produce a través de todos los mecanismos de desactivacion.
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Las especies 1 y 2 se pueden encontrar en equilibrio en el estado
fundamental, descrito por la constante K, que puede ser cualquier tipo de equilibrio
(acido—base, complejacion, etc.). La excitacion por la luz genera en el estado
excitado las especies 1~ y 2°, que pueden desactivarse a través de emision de
fluorescencia (F) y/o por procesos no radiativos (NR). La composicion de las
constantes de velocidad para estos procesos de desactivacion viene dada por Koi (= Kri
+ Kngi) para las especies i. El proceso en el estado excitado viene descrito por las
constantes cinéticas kj;, para la formacion de 2" desde 1° y Kiz, para la reaccion
inversa 2° — 1°. Las constantes ki y Ki2 se han definido de forma general,
incluyendo cualquier via de transformacion, por ejemplo formacién de exciplejos o
excimeros, reacciones de transferencia protonica en el estado excitado, cambios

conformacionales en el estado excitado, etc.

Si las especies en el estado fundamental del esquema 1.6 se excitan con un
pulso &, un pulso de luz infinitamente corto, tal que no cambie significativamente las
concentraciones de las especies en el estado fundamental, las concentraciones de las
especies 17y 2 en el estado excitado a lo largo del tiempo se pueden describir por la

ecuacion diferencial matricial de primer orden:

X(t)=A-x(t) t=20 (1.24)

X(t) es un vector 2x1, con las concentraciones de las especies del estado

excitado 1"y 2" en funcion del tiempo:

(:%} ) ([E]]((tt))J (1.25)

La derivada en el tiempo del vector de concentraciones viene expresada como

X(t) , mientras que A es la matriz compartimental 2x2:
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A= (1.26)

(— (Ko +Kyy ) Ky, j

k21 _(koz +I(12)

La funcion impulso—respuesta, f (/lex W ,t), a la longitud de onda de emisién

(2™ y de excitacion (1) viene dada por (con t > 0):
F(a, 2% 1) = s (MU exp(tr)u B (2*) (1.27)

En esta expresion U = [U1, U] es la matriz de los dos vectores propios U; de
la matriz compartimental A. 7, y 7, son los autovalores de A correspondientes a los

autovectores U; y U, respectivamente, de forma que:

exp(tF) = (eyl 0 J (1.28)

0 e

b(A*) es el vector 2x1 con los elementos Bi(/IeX )=Dh, / > b, , donde bj es la

concentracién de la especie i a tiempo cero (by = x1(0)). Este vector b (&™) depende

por tanto de las caracteristicas de absorcion de las diferentes especies en el estado
fundamental, asi como de las concentraciones iniciales de cada especie en el
momento de la excitacidon y por tanto, de las condiciones que afecten a este equilibrio

en el estado fundamental, como puede ser el pH, concentracion de ligandos, etc.

c(A°") es el vector 1x2 de elementos C;(A™ ) =c, / Y c; de los factores de emision

normalizados a cada longitud de onda de emision, con:
¢, (2" )=kei [ oy (2 g (1.29)

En esta ecuacion, Kgj es la constante cinética de fluorescencia de la especie i*,
AZ"" es el intervalo de emision centrado en A°", que es la longitud de onda donde se
monitoriza la sefial fluorescente y pi(A°™) es la densidad de emision de i a la longitud

de onda de emision considerada y normalizada con el espectro completo de
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. . . . .k .
fluorescencia en estado estacionario F; de la especie i, p(A™") viene dada por

(Ameloot et al., 1991):

em | _ FI( em)
plam)= [F dzm (1.30)

banda completa
de emision

finalmente, £ =Y_b, > C; es una constante de proporcionalidad.
v v

Conviene destacar que el uso de los parametros normalizados Bi(/lex) y

C.(A™) proporciona la posibilidad de ligar C, para todos los decaimientos

recogidos a la misma longitud de onda de emision y los b, para todas las curvas de

decaimiento obtenidas en las mismas condiciones de excitacion.

Ademsas, el empleo de los vectores b y ¢, junto con la matriz

compartimental A y los espectros de emision (F (/lem AT )) y excitacion en estado

estacionario (ES(/IEX,/Iem )), permite el céalculo de los espectros asociados a las

especies implicadas. Los espectros de emision (SAEMS) y los espectros de
excitacion (SAEXS) asociados a la especie i, vienen dados por:
clATD),
SAEMS; (1, 1% ) = w F. (2, 2%) (131)

SAEXS, (47, 4™ ) = w E. (4, 2" (132)

Segiin el modelo cinético planteado y la ecuacion 1.27, la intensidad de
fluorescencia en funcién del tiempo, es decir, los decaimientos de fluorescencia,
seran funciones biexponenciales, pudiendo expresarse esta ecuacion en la forma (con

t>0):

f(A",2%,t) = pe” + p,e™” (1.33)
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donde # coincide con los autovalores de la matriz compartimental A y esta

relacionado con los tiempos de decaimiento 7 (i = 1,2) de acuerdo con:

y vienen dados por:

2
_ a;; tay * \/( Ay —ay ) + 43-123-21

: (I1.35)
7i 2
con:
X =k, +k,,
(1.36)
Y = koz + k12

Asi, los factores exponenciales % y consecuentemente los tiempos de
decaimiento 7, dependen Uinicamente de las constantes cinéticas de los procesos en el
estado excitado. Por su parte, los factores pre-exponenciales p; dependen de las

constantes cinéticas y de las caracteristicas de excitacion y emision de cada

decaimiento, por tanto, de H(fx) y C‘;( m):

P, = &(C, By +C, B, )
(137)

P =&(C, B, +C,02)
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siendo:

_ [51(3-11 7 )_623-12]
(72=71)

P

_ _[61(311"‘71)_523-12]

P (7,-7)

(1.38)

B, = [Bz(azz +7, )_BlaZl]
“ (72-71)

_ _[Bz(azz N )_61321]

Fa (7,-71)

Es importante notar que cuando en la reaccion en el estado excitado
intervienen otras especies, como un co-reactante, los propios protones en reacciones
de transferencia protonica, un aceptor/dador proténico, etc., la forma de la matriz A'y
consecuentemente, el resto de las ecuaciones también se modificara. Puesto que es
especifica de cada esquema cinético sera distinta, ya que representa las ecuaciones

diferenciales derivadas del modelo.

Consideremos ahora una reaccion de transferencia protonica en el estado
excitado, segun el esquema 1.7. Ya que éste es el tipo de reacciones sobre las que
versara esta Memoria, se enunciaran las modificaciones sobre el tratamiento general
anterior. Asi, ki, corresponderia a la constante de desprotonacion de primer orden y
la protonacion en el estado excitado vendria dada por k21[H+], siendo k»; la constante
cinética de segundo orden y la matriz A de la ecuacion 1.26 se modificard, de forma

que donde aparece k1, deberia encontrarse ko [H'].

Ademas, si existe equilibrio en el estado fundamental entre las especies 1y 2,
la excitacion dependerd de las concentraciones de cada una de las especies en dicho

estado, por consiguiente, de su pK, y del pH. Por lo tanto, los parametros de
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excitacion b variaran tanto con la longitud de onda de excitacién, como con el pH:

E(/lex,pH).
La ecuacion 1.36, donde se definen X e Y sera:

X = k01 +k21[H+]
(1.39)
Y = koz + k12

En esta situacion, los tiempos de decaimiento 7 dependerdn tanto de las
constantes cinéticas como del pH, presentando diferentes perfiles cuando se
representan frente al pH. Esta dependencia origina la modificacion de la ecuacion

.35, donde X viene dada por la ecuacion 1.39:

1 —(X+Y)£2/(X =Y)? + 4k k, [H]
Vip=—"" =

Tis 2

(1.40)

Igualmente, los pre-exponenciales p; dependeran del valor de pH, a través de
las fj representadas por la ecuacion 1.38, teniendo en cuenta que donde aparece k»;

debe escribirse ky[H']. Asimismo, la dependencia de las S con el pH también

vendra dada a través de X, E(ﬂex,pH) y %.

hv k() 1 hv

Ka
I s> 2

Esquema 1.7. Sistema compartimental para una reaccion de transferencia protonica en el
. . * *
estado excitado entre las especies 1 y 2 .
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1.5.3. COMPARACION ENTRE EL ANALISIS GLOBAL Y EL ANALISIS
GLOBAL COMPARTIMENTAL

Como ya se ha destacado en anteriores ocasiones, la fluorescencia resuelta en
el tiempo es una herramienta muy util en el estudio de procesos dindmicos en el
estado excitado (O"Connor y Phillips, 1984; Boens, 1991; Lakowicz, 1999). Para
poder identificar el modelo cinético de un proceso en el estado excitado, se obtiene
una coleccion de decaimientos recogidos bajo diferentes condiciones experimentales,
construyendo la denominada superficie de decaimientos de fluorescencia. Se han
propuesto multitud de métodos de andlisis con el fin de extraer informacion
relevante, a partir de los datos de fluorescencia con resolucion temporal. A través de
esta técnica pueden obtenerse valores de constantes cinéticas de procesos que
transcurren en el estado excitado, como pueden ser velocidades de desactivacion por
fluorescencia, quenching y constantes cinéticas de reacciones, tales como formacion
de excimeros y exciplejos, tautomerizaciones y/o reacciones de transferencia

protonica en estado excitado.

Mediante el analisis individual de decaimientos de fluorescencia, se asocia
cada uno de ellos a una tUnica funcion matematica o ley de decaimiento
independiente (apartado 1.3.4), de forma que se obtendran los parametros implicitos
en esa funcion. El modelo cinético propuesto para los procesos en el estado excitado
se confirmard a partir de la consistencia en los parametros encontrados con los
esperados por el modelo. Este proceso de analisis puede ser adecuado en algunos
casos, pero no aprovecha la relacion que puede existir entre los diferentes

decaimientos.

Ya en la década de los 80 se desarrolld el andlisis simultaneo o global en el
que se relacionan los distintos decaimientos (Knutson y Beechem, 1983; Boens et al.,
1989; Janssens et al., 1990; Beechem et al., 1991), aprovechando los parametros
comunes que aparecen en ellos (seccion 1.5.1.4), con lo que la cantidad de
informacion generada es mucho mas consistente que la obtenida por medio de

analisis individuales. Comparando estos dos tipos de analisis observamos que el
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global nos permite obtener unos parametros mas exactos y realizar mejor la
discriminacién entre varios modelos competitivos. En el analisis global, los
pardmetros de ajuste son normalmente los tiempos de decaimiento y sus
correspondientes factores pre-exponenciales. La relacion entre estos parametros y los
parametros intrinsecos del modelo cinético en el estado excitado propuesto ha de
realizarse a posteriori, mediante las ecuaciones derivadas de los modelos. Se trata,
por tanto, de un andlisis en dos pasos. Este analisis global es, desde hace afios y en la
actualidad, la herramienta mas comun en la resolucion de esquemas cinéticos en el
estado excitado. Ejemplos muy recientes de este tipo de analisis se pueden encontrar

en Vigil et al. (1998), Dias et al. (2000), Alvarez-Pez et al. (2001), etc.

El analisis global compartimental (Beechem et al., 1985b); Ameloot et al.,
1991, 1992), permite la determinacion directa en un solo paso de las constantes de
velocidad de los procesos en el estado excitado y de los pardmetros espectrales
asociados a las especies en dicho estado. Ya se han mencionado en el apartado
anterior diversas aplicaciones en sistemas fotofisicos, tanto en dos estados como en

tres.

A= [_ (k01 + k21 [M]) k12 J (1.41)
k21 [M] - (koz + I(12 )
. o1 [M] .
I s M——>]| 2
47
k12
hV kO] hV k02

al
1 + M 4 —> 2

Esquema 1.8. Sistema bicompartmental de una reaccién en estado excitado reversible con el
co-reactante M.
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Una comparacion entre andlisis global y analisis global compartimental en
procesos fotofisicos la realizaron Meuwis et al. (1995a) mediante superficies de
decaimientos simulados de fluorescencia. Tuvieron en cuenta la diferente precision y
fiabilidad en la obtencion de parametros cinéticos por ambos métodos, para un
proceso intermolecular en dos estados. Este sistema se muestra en el esquema 1.8, y
su principal caracteristica es la dependencia de los tiempos de decaimiento
(autovalores de la matriz compartimental) con la concentracion del co-reactante M.
Este sistema compartimental puede describir como una reaccion de transferencia
proténica en el estado excitado si el co-reactante se trata de H". Para este sistema, la

matriz compartimental viene dada por:

Como se ve en el esquema 1.7, si M afecta al equilibrio en el estado
fundamental, los parametros de excitacion Ei dependeran tanto de la longitud de

onda de excitacion, como de la concentracion de M. Teniendo en cuenta esto,
ademas de la dependencia de los tiempos de decaimiento con la concentracion de M

ya mencionada, el desarrollo tedrico es comparable al descrito en la seccion anterior.

La superficie de decaimientos de fluorescencia que puede obtenerse,
supondra diferentes longitudes de onda de excitacion y emision, asi como diferentes

concentraciones de co-reactante M.

Mediante andlisis global biexponencial los pardmetros estimados son los
tiempos de decaimiento, corto (7c) y largo (7)) y sus amplitudes asociadas pc . El
esquema de ligado de parametros mediante analisis global en esta situacion, se
muestra en el esquema 1.9. En este esquema los tiempos de vida, ¢, estan ligados
para cada concentracion de M, mientras que los términos pre-exponenciales son
parametros calculados localmente. Solo los decaimientos que poseen la misma

concentracion pueden ser analizados conjuntamente.
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Pc(A1, AT™)) PLA1, AT)
e 7 j 7
Pc(A™, A7) PR, A)
Pc(A™1, A7) PLT, ™)
[(M]; ' T 7
P, A7) PR, A

Esquema 1.9. Esquema de ligado de parametros en un analisis global sobre la superficie de
decaimientos de fluorescencia obtenidos del sistema del esquema 1.7.

En contraste, el esquema [.10 muestra las posibilidades de ligado de

parametros en un analisis global compartimental. Las constantes cinéticas vienen
ligadas para todos los decaimientos, los pardmetros de excitacion, Bi , se ligarén para
las mismas condiciones de longitud de onda de excitacion y [M], mientras que los
parametros de emision, C;, se ligaran entre los decaimientos recogidos a la misma
longitud de onda de emision. Como se observa, el analisis global compartimental
permite el andlisis simultaneo de la superficie de decaimientos de fluorescencia

completa, obteniendo, en un solo paso, los parametros fundamentales del proceso en

el estado excitado.
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K & (")

) b, (47, 0m1,) & ()

K & ()
b, (A2, [M],

)| )

K ¢ ()

' bi(ﬂqexy[M]z) & (/19'“)

& ()
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Me | k| ke | | ke ke

b, (2, 1m1,)

¢ (am)
¢ ()
& (am)
¢ ()

Esquema 1.10. Esquema de ligado de parametros en un analisis global compartimental sobre
la superficie de decaimientos de fluorescencia obtenidos del sistema del esquema 1.7.

B (2,1, )

by (2. 1M1, )

Las conclusiones a las que llegaron Meuwis et al. (1995a), fueron estudiadas
separadamente segun la clasificacion realizada por Van den Bergh et al. (1994), para
este tipo de procesos en el estado excitado: Clase A (Ko; < Koz), clase B (ko1 > Koy),

con la subclases B1 (k02+ k12 > k()l k()z) y B2 (k01 > k()z + k12 > koz).

De forma general, se demuestra que el analisis global biexponencial
proporciona buenos ajustes, segiin criterios numéricos y graficos, sin embargo hay
que hacer notar que no se obtiene una buena precision en la determinacion del
tiempo corto a altas concentraciones de M (unas desviaciones estdndar en torno al
20%). Efectivamente, Janssens et al. (1990) mostraron que la obtencion por analisis
global de una componente minoritaria de bajo tiempo de decaimiento es muy dificil
si inicamente se emplea al recoger los decaimientos una sola escala de tiempo/canal
en el TAC. Sin embargo, la simulacion de una superficie de decaimientos empleando
dos calibraciones diferentes del TAC, tampoco mejoré la precision de los tiempos de

vida cortos a altas concentraciones de M, obtenidos mediante analisis global. Cuando
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los factores pre-exponenciales de los dos tiempos de decaimiento son muy parecidos,
la estimacion del tiempo de vida corto también muestra falta de precision y exactitud.
Sin embargo y dependiendo de la clase de sistema, la seleccion de las longitudes de
onda de emisién puede proporcionar decaimientos donde se acentie la diferencia
entre los pre-exponenciales, llevando a una mayor precision en la estimacion de los

tiempos de decaimiento.

Las constantes cinéticas se determinarian mediante analisis global, a través de
las representaciones lineales de —(7/l + }/2) y 7,7, frente a [M], obteniéndose ky; y

Koz por medio de las pendientes y K, y Ko; a través de las ordenadas en el origen. Para
las diferentes clases y superficies de decaimientos simuladas por Meuwis et al.
(1995a), este tipo de representaciones con los tiempos de decaimiento obtenidos
dieron bastantes problemas. Para la clase A no se encontraron relaciones lineales y se
obtuvieron en muchos casos valores sin sentido fisico para las constantes cinéticas
(valores negativos, por ejemplo). En la subclase B; tampoco se observaron buenas
correlaciones lineales y solo permiten la obtencion mas o menos fiable de Koy,
mientras que se recuperaron valores negativos de Kj,. Sin embargo, al eliminar en
estas representaciones los decaimientos de mayor concentracion de co-reactante, la
relacion lineal mejord y proporciond una estimacién mas precisa y cercana a los

valores empleados en las simulaciones, para esta subclase.

En contraste, la aplicacion del andlisis global compartimental a las diferentes
superficies de decaimientos simuladas, proporcionaron valores de las constantes
cinéticas bastante precisos y exactos, con respecto a los empleados en las
simulaciones. Esta mayor potencialidad del andlisis global compartimental viene
originada por la combinacion en un unico analisis, de todos los decaimientos que
componen la superficie, permitiéndose el ligado de las constantes cinéticas a todas
las concentraciones de M, aprovechandose asi mucho mas las relaciones entre los

diferentes decaimientos de la superficie.
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1.6. APLICACION DEL ESTER SUCCINIMIDO DE TGIII AL
ETIQUETADO DE ADN PARA LA DETECCION DE LA
HIBRIDACION EN MEDIOS HOMOGENEOS

El trabajo de investigacion llevado a cabo en esta Memoria estd dirigido al
desarrollo de nuevas sondas fluorescentes mejoradas para el etiquetado de
biomoléculas, tales como proteinas o acidos nucleicos. Por lo tanto, una de las
aplicaciones del fluoréforo sintetizado y estudiado en este trabajo es su uso como
etiqueta fluorescente que posea la suficiente sensibilidad para detectar la hibridacion
de acidos nucléicos y que, al mismo tiempo, sea relativamente sencillo y permita el
analisis en medios homogéneos, sin tediosas manipulaciones que requieran de
personal especializado. Nuestro mayor esfuerzo se dedicara al estudio del mecanismo
a través del cual se produce el cambio en la propiedad fluorescente, lo que permite la

deteccion de la formacion de la doble cadena.

Las extraordinarias propiedades fisicoquimicas del ADN y ARN, en lo que se
refiere a las interacciones entre cadenas complemetarias para formar la estructura
hibrida, hacen de este proceso una técnica tinica en la identificacion y localizacion de
genes especificos o secuencias asociadas. Por este motivo, las sondas de ADN
poseen gran potencial en un amplio rango de aplicaciones, entre las que se pueden
destacar la deteccion de enfermedades infecciosas y genéticas en humanos, animales
y plantas, la utilizacién cada vez mas extensa en medicina forense y el nuevo campo

farmacéutico de ADN y ARN antisentido (5°-3").

El interés que poseen las sondas de ADN ha hecho que se esté realizando un
gran esfuerzo para trasladar técnicas de hibridacion del laboratorio de investigacion
al laboratorio clinico, al objeto de poder diagnosticar enfermedades genéticas y
patdgenas. Sin embargo, la aceptacion de métodos de hibridacion en el laboratorio
clinico no esta totalmente generalizada debido a los inconvenientes que poseen las
sondas radiactivas y enzimaticas, tales como su elevado costo, escaso tiempo de vida

de reactivos y dificultades de manejo.
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En contraste, las técnicas fluorimétricas que utilizan fluor6foros enlazados a
ADN pueden permitir el andlisis con empleo de reactivos mas sencillos y baratos, a
la vez que poseen mayor tiempo de validez, reduciendo los problemas de
almacenamiento. Ademas, los factores ambientales (rendimiento cuantico, tiempo de
vida, grado de polarizacion y transferencia de energia) y la sensibilidad de
propiedades de emision de un fluoréforo, permiten la posibilidad de desarrollar los
denominados analisis homogéneos, en los que se reduce de forma considerable la
complejidad del procedimiento al no ser necesaria la separacion del exceso de sonda
afiadida que no resulte hibridada con el ADN objetivo. Los primeros métodos
desarrollados (Watson et al., 1976; Kobayashi et al., 1979; Jolley et al., 1981;
Kronick y Grossman, 1983), demostraron que la fluorescencia poseia ventajas sobre
los métodos convencionales basados en la deteccion radiactiva o enzimatica. En
algunos trabajos se utilizaban fluor6foros en la investigacion de secuencias de ADN
en hibridaciones in situ, o mediante el uso de intercaladores para observar bandas en
geles de electroforesis (Rayburn y Gill, 1987; Cardullo et al., 1988; Mathies et al.,
1990).

Debido a que las sondas de ADN con secuencias especificas de interés son
caras y disponibles tan so6lo en cantidades limitadas, en este trabajo se ha utilizado
inicialmente un sistema modelo en el cual el 4cido polirribocitidilico, poli(C), actiia
como sonda y el &cido polirriboinosinico, poli(I), como diana. Usando este sencillo
sistema como modelo se han examinado los procedimientos de marcaje con el ester
succinimido de TGIII y se ha investigado el cambio en los parametros fluorimétricos
de las sondas etiquetadas después de hibridar con la secuencia diana, al objeto de
escoger aquellas que evidencien las variaciones mas acusadas tras la hibridacion y

por tanto, resulten mas sensibles para la deteccion analitica.

Asimismo, es importante destacar que con anterioridad a este trabajo, el
marcaje covalente de sondas de ADN se ha realizado fundamentalmente mediante
etiquetado con fluoréforos en la posicion 5° final, o a través del uso de
mononucledtidos fluorescentes que son incorporados posteriormente dentro de la

secuencia deseada con un sintetizador comercial de ADN. Estas técnicas utilizan
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productos quimicos de elevado precio, lo que origina que la generacién de sondas
fluorescentes de acidos nucleicos sea bastante cara. En la programacioén de esta
investigacion se ha tenido en cuenta el anterior inconveniente, por lo que hemos
utilizado un etiquetado mediante un procedimiento de transaminacién que puede
adaptarse a los grupos citosina de las cadenas de &4cidos nucleicos. Con este
procedimiento ha sido posible etiquetar rapida y econémicamente las cadenas de

acido polirribocitidilico (poli(C)), usando productos quimicos muy asequibles.

1.6.1. BREVE HISTORIA SOBRE EL DESARROLLO DE LAS SONDAS DE
ADN

Los origenes de la tecnologia con sondas de ADN se remonta a los trabajos
iniciales sobre las mismas propiedades del ADN. Asi, el potencial de la hibridacion
de 4cidos nucléicos se detectd por vez primera en 1961 por Hall y Spiegelman,
cuando demostraron que los hibridos de doble cadena de secuencias
complementarias de acidos nucléicos se podian formar en presencia de otros acidos
nucléicos no complementarios (Hall y Spiegelman, 1961). Mas tarde se observé que
la absorbancia a 260 nm de una disolucion de ADN aumentaba aproximadamente un
tercio de su valor después de hervida y que podia volver a su valor inicial si la
mencionada disolucion era enfriada muy lentamente; mientras que ésto no ocurria
cuando el enfriamiento se realizaba de forma rapida. La explicacion de estos hechos
es que las cadenas de ADN, previamente separadas por calentamiento, se vuelven a
reasociar por enfriamiento lento, no sucediendo asi si se enfria rdpidamente. Las
condiciones que controlan este proceso fueron extensamente examinadas por
Marmur y Doty (1961), Britten y Khone (1968) y Wetmur y Davidson (1968). Britten
y Khone basaron sus estudios en un método que detecta la hibridacion en disolucion
mediante un aislamiento selectivo de hibridos en una matriz sélida de hidroxiapatito,
en la que se enlazan preferentemente acidos nucléicos de doble cadena. Por otro lado,
Marmur, Doty, Wetmur y Davidson llevaron a cabo sus investigaciones midiendo la

hipercromicidad a 260 nm.
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El interés de la hibridacion de &cidos nucléicos como herramienta en la
deteccion e identificacion de microorganismos infecciosos se comprobd por primera
vez en los comienzos de la década de 1970 con estudios sobre virus cultivados en
células animales. La capacidad de determinar y estimar, no s6lo la fraccion del
genoma viral presente sino también el nimero de copias virales, provocd la amplia
difusion del uso de esta técnica (Gelb et al.,, 1971). A partir de ahi, muchos
investigadores reconocieron el enorme potencial de la técnica en la determinacion de

relaciones genéticas y taxondémicas entre microorganismos.

Se han desarrollado numerosos sistemas basados en la hibridacion de ADN
entre cadenas sencillas (dianas) y sus secuencias complementarias (sondas) tanto en
disolucion como en soporte solido. La idea de inmovilizar la cadena diana en un
soporte solido se debe a McCarthy y Bolton (McCarthy y Bolton, 1963; Hoyer et al.,
1964), quienes mezclaron las cadenas desnaturalizadas de ADN con agar caliente y
dejaron polimerizar la disolucion. Posteriormente utilizaron fragmentos de ADN
etiquetados con isotopos radiactivos, que podian difundir a través del agar y formar
estructuras hibridas. Finalmente, la sonda no hibridada se retiraba del soporte por
repetidos lavados. La técnica fue sensiblemente mejorada posteriormente con la
utilizacion de membranas de nitrocelulosa para inmovilizar el ADN diana (Nygaard
y Hall, 1963; Denhardt, 1966; Gillespie y Spiegelman, 1966). El uso de estas
técnicas de inmovilizacion, primero por Grunstein y Hogness (1975) para identificar
colonias de bacterias y después por Southern (1975) para detectar secuencias
especificas, marco el comienzo de lo que podriamos denominar la “edad moderna”
de la biologia molecular. En la versatil técnica de Southern, el ADN se digiere con
enzimas de restriccion que dividen especificamente las moléculas de ADN hasta sus
secuencias individuales de reconocimiento. Los fragmentos de ADN se separan por
electroforesis, de acuerdo a su tamafio en un gel de agarosa y se transfieren a una
membrana de nitrocelulosa o nylon (Meinkoth y Wahl, 1984). La electroforesis
convencional puede separar fragmentos entre 100 y 30000 pares de bases, mientras

que otras técnicas electroforéticas mas sofisticadas, a base de campos pulsantes,
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puede resolver fragmentos hasta de 200000 pares de bases (Schwartz y Cantor, 1984;
Carle y Olsen, 1985; Chu et al., 1986; Clark et al., 1988).

Tan importante como la tecnologia de inmovilizacion, fue el desarrollo de las
sondas de hibridacion. Inicialmente se utilizaron como sondas acidos nucleicos
marcados radiactivamente, los cuales fueron creados mediante simple introduccion in
vivo de CH, "C, **P, S). En 1970, Nelly y sus colaboradores (Kelly et al., 1970)
describieron por primera vez las bases del método de “correr la muesca” (nick-
translation) para preparar ADN etiquetado con **P que podia utilizarse como sonda
de hibridacion, aunque los detalles exactos del procedimiento no fueron descritos
hasta 1977 (Rigby et al., 1977). El método se sigue usando atn para generar sondas
de ADN etiquetadas radiactivamente. El marcaje con radiois6topos ofrece la
posibilidad de incorporar varias etiquetas por cada sonda, incrementando asi la
sensibilidad en la deteccion. Entre las desventajas de los radiois6topos se pueden
incluir la molesta naturaleza de los métodos de deteccion, la inestabilidad isotdpica,
la peligrosidad de su uso, los problemas de suministro, las instalaciones que se
precisan y el personal especializado que debe de manipularlos. Ademas de las
etiquetas radiactivas, se han sintetizado oligodesoxinucleotidos con una gran
variedad de grupos reactivos tales como, aldehido y carboxilo (Kremsky et al., 1987),

amino (Connolly, 1987) o sulhidrilo (Zuckermann el al., 1987).

De entre los métodos no radiactivos, el método mas clasico fue desarrollado
por Ward y colaboradores (Langer et al., 1981; Leary et al., 1983) y utiliza una
desoxiuridina-5" trifosfato derivatizada quimicamente para introducir un grupo
alilamino en la posicion 5 del anillo pirimidinico. Este grupo amino sirve para fijar la
etiqueta detectable, tipicamente un grupo biotina separado del anillo por una cadena
de 11 atomos (bio-11-dUTP). Bio-11-dUTP es un sustrato para la ADN polimerasa y
puede incorporarse en el ADN en lugar del dUTP. Las sondas biotiniladas estan muy
extendidas ya que mediante la interaccion por afinidad de la biotina, virtualmente
irreversible (Kp=10"" M™), con conjugados de avidina o estreptoavidina que llevan
enlazados enzimas, se puede conseguir una gran variedad de sondas con so6lo acoplar
los citados conjugados a fragmentos adecuados de ADN u oligonucledtidos sintéticos

(Figura 1.21.). Ambas avidinas tienen cuatro sitios de enlace para la biotina, por lo
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que una simple molécula enlazada a ADN puede interaccionar con adicionales
moléculas de biotina etiquetada. Ademads, las enzimas también podian ser acopladas
quimicamente a los oligonucledtidos (Jablonski et al., 1986; Chu y Orgel, 1988),
permitiendo una deteccion con alta sensibilidad, mediante la accion catalitica del
enzima sobre un sustrato apropiado. Con estas técnicas se podian alcanzar
sensibilidades similares a las conseguidas con radioisotopos con sélo formar

complejos de sonda-enzima (Leary et al., 1983; Sheldon, 1986).

Enzima biotinalada (marca)

Avidina

Bio-11-dUTP Sonda de ADN

s

Figura 1.21. Representacion esquematica del principio de actuacion de sonda biotinilada

ADN diana

Algunas variaciones del método clésico utilizan trifosfatos biotinilados de
dCTP (Gillan y Tener, 1986) y dATP (Gebeyehu et al., 1987), que son también
sustratos para la ADN polimerasa. Estos analogos difieren de los derivados de dUTP
en que sus sustituyentes de biotinilo estan localizados en los atomos de nitrogeno
involucrados en la formacion de pares de bases, lo que podia originar inconvenientes
en la hibridacion dependiendo del grado de sustituciéon de la sonda de ADN. Sin
embargo, estos andlogos eran especialmente ttiles para etiquetar muestras en las que
el derivado del dUTP es inapropiado. El analogo al dCTP se prepara cambiando el
grupo amino de dCTP por una diamina y seguidamente biotinilando el grupo
diamina. Similares cambios podian realizarse directamente en fragmentos de ADN

para introducir, por ejemplo, biotinil-hidrazina (Reisfeld et al., 1987) o etilendiamina
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(Viscidi et al., 1986) (que se utiliza en esta Memoria). Otro método directo para
introducir grupos biotinilados en 4cidos nucléicos utiliza el reactivo fotobiotina
(Forster et al., 1985). Este reactivo fotoactivable combina un grupo biotinilo que es
sensible a la luz y un grupo basico que permite la asociacion con polinucledtidos en
disolucion. La irradiacion con luz visible genera un radical altamente reactivo que

enlaza covalentemente al polinucledtido.

Sin embargo, la sensibilidad de la deteccion del ADN diana por métodos
enzimaticos es menor que la obtenida con sondas radiactivas y estd altamente
limitada por la aparicion de un considerable ruido de fondo. Ademas, la actividad
especifica de la sonda nucleotidica también estd limitada por el espaciado de los
grupos biotinilo en la cadena de ADN, ya que para acomodar el didmetro de una

molécula de avidina sélo se puede biotinilar un nucleétido de cada 20.

La utilizacion de fluor6foros organicos también se extendid bastante en la
deteccion de los hibridos, ya que representan un grupo de moléculas bastante
atractivas para este fin debido a que son directamente detectables, poseen una
estabilidad considerablemente alta y ofrecen la oportunidad de la deteccion
simultdnea de multiples sondas, mediante la utilizacion de diferentes fluor6foros con
espectros de emision discriminables. Los mismos cebadores con grupos reactivos que
se utilizan en la obtencion de desoxinucleodtidos radiactivos (Ansorge et al., 1987;
Smith et al., 1989) se pueden etiquetar con moléculas fluorescentes e introducirlos de
forma similar a los grupos biotinilo o mediante conjugados fluoréforo-avidina (Oi et
al., 1982; Stryer et al., 1985). Por otro lado, la fluorescencia debida a quelatos de
iones metalicos de tierras raras, tales como europio o terbio, también comenzo a

emplearse en inmunofluoroensayos a niveles similares a los alcanzados con enzimas

(Soini y Kojola, 1983; Diamandis, 1988; Oser et al., 1988). Debido al amplio
tiempo de vida de fluorescencia de estos iones metalicos respecto a la mayoria de
especies fluorescentes, la deteccion se podia efectuar mediante resolucion temporal
de la fluorescencia con la ventaja de presentar bajo ruido de fondo, ya que la

fluorescencia intrinseca de cualquier especie que se encuentre en la muestra
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biologica habra decaido practicamente a cero mucho antes de que se detecte la sefial

debida a estos iones metalicos.

1.6.2. METODOS DE DETECCION DE HIBRIDACION DE ADN

El extraordinario potencial de la hibridacion de dacidos nucleicos ha
provocado que se hayan desarrollado en las ultimas décadas una enorme cantidad de
sondas de ADN (Sassolas et al., 2008) basadas, no solo en técnicas fluorimétricas
(Abel et al., 1996; Healey et al., 1997; Fang et al., 1999), sino otras métodos 6pticos
tales como quimioluminiscencia (Marquette et al., 2004; Mallard et al., 2005),
espectroscopia de dispersion Raman aumentada en superficies (SERS), SPR
(Mannelli et al., 2005; Yao et al., 2006), ademas de métodos electroquimicos (Azek
et al., 2000, Cai et al., 2001; Xie et al., 2004) y gravimétricos (Patolsky et al., 2000;
Willner et al., 2002; Su et al., 2005).

La mayor parte de los ensayos con sondas de ADN se realizan mediante la
inmovilizacion del material que va a ser analizado en un soporte sélido, como
membranas de nitrocelulosa o nylon. Luego se prueban las secuencias deseadas
mediante la inmersion de la membrana en una disolucion que contenga la sonda y
otros reactivos que faciliten la formacion del hibrido sonda-diana. El exceso de sonda
no hibridada debe retirarse mediante repetidos lavados que deben eliminar también
las uniones no especificas de la sonda. Si se usan métodos indirectos para la
deteccion, se deberan realizar incubaciones adicionales con el agente secundario que
contiene el material detectable. Muchas veces los resultados se oscurecen por
problemas de enlaces no especificos de la sonda, ademas, la inmovilizacion de la
cadena diana hace mas lenta la velocidad de hibridacion (lo que se puede compensar
anadiendo concentraciones mas altas de sonda) y también reduce significativamente
la cantidad de la cadena diana disponible para la hibridacion. Por tanto, resulta
necesario desarrollar métodos para la deteccion de la hibridacion de ADN en medios

homogéneos, en los cuales desaparecen todos estos inconvenientes.
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De entre todas las técnicas desarrolladas para detectar la hibridacion de ADN
nos centraremos en aquellas que utilizan métodos fluorescentes. En general, el
empleo mas usual de fluoréforos se encuentra en las denominadas hibridaciones in
situ por fluorescencia (FISH). Estas técnicas estan basadas en la utilizacion de sondas
de ADN para detectar (y a veces, cuantificar) genes o secuencias nucleotidicas
especificas y localizar dichos genes o secuencias en cromosomas metafasicos o
nucleos en interfase. En este caso, la sonda (ADN o ARN) se marca por conjugacion
quimica directa con un fluor6foro o bien por conjugacion quimica con una molécula
no fluorescente, como la biotina o un hapteno, capaz a su vez de unirse
posteriormente a una segunda molécula marcada con un fluoréforo, como la avidina,
en el caso de la biotina, o a un anticuerpo especifico, en el caso del hapteno. Tras la
hibridacion y los lavados respectivos, la sonda se irradia, el fluoréforo emite luz de
una determinada longitud de onda y ello permite distinguir la secuencia
complementaria como una mancha de color vivo al microscopio de fluorescencia
(figura 1.22). La hibridacion in situ con sondas fluorescentes resulta muy 1til en el
diagnostico de sindromes ocasionados por microdelecciones y para detectar

reordenamientos o fusiones génicas en células cancerosas.

Figura 1.22. Hibridacion in situ con sondas fluorescentes
1.6.2.1. Sondas de hibridacion FRET

Las sondas FRET son sondas de hibridacién que se basan en la transferencia
resonante de energia de fluorescencia (FRET) entre dos fluoréforos para detectar el

enlace con la cadena diana (Cardullo et al., 1988; Didenko, 2001; Massey et al.,
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2006). El fluoréforo que emite la energia de fluorescencia se denomina dador,
mientras que el fluoréforo que la acepta se denomina aceptor. El hecho de que ocurra
FRET depende de varios parametros, tales como la distancia entre el dador y el
aceptor y el solapamiento espectral entre el espectro de emision del dador y el de
absorcion del aceptor (Lakowicz, 1999). La eficiencia de la transferencia (E) viene

dada por la siguiente expresion:

(1.42)

donde Ry es la distancia entre los fluoroforos a la cual la mitad de las moléculas estan
desactivadas por FRET (también se denomina distancia de Forster), y r representa la
distancia real entre los fluor6éforos durante la medida. La distancia de Forster se

puede calcular usando la siguiente expresion (Lakowicz, 1999)

. 9000(In10)k>@J
RS =

1287°n*N ,, (143)

siendo n es el indice de refraccion del medio, ¢ es el rendimiento cuantico del dador,
Nav es el numero de Avogadro, % es el factor de orientacion, que es igual a 0.667

para moléculas libres en disolucién y J es la integral de solapamiento dada por

(Lakowicz, 1999):
1= fo(Aen(ii'da (L44)

donde fp(A) es el espectro de fluorescencia del dador y ea(A) es el espectro de

absorcion del aceptor en unidades de coeficiente de extincion molar.
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De la ecuacion 1.42 se deduce que FRET es altamente dependiente de la
distancia entre los fluoréforos, mientras que la ecuacion 1.43 muestra la dependencia
cuantitativa de Ro con la integral de solapamiento y el rendimiento cuantico del
dador. Estos factores deben ajustarse cuidadosamente para obtener transferencias de

energias optimas.

Las sondas de hibridacion FRET consisten en dos oligonucledtidos
etiquetados con fluordforos. El par de secuencias de la sonda de hibridacion se
disefia para que se hibriden en regiones adyacentes de la cadena diana de ADN. Cada
sonda se etiqueta con un fluordforo diferente, de forma que la interaccion entre ellos
solo ocurre cuando ambos estdn enlazados a sus correspondientes regiones en la
diana. Normalmente, una sonda se etiqueta con el dador en el extremo 3’ y la otra
sonda con el aceptor en el extremo 5’. Cuando se produce la hibridacion de los
nucledtidos sonda, los fluoréforos quedan proximos en la estructura hibrida (Figura
1.23). El fluoréforo dador se excita mediante una fuente de luz externa, pasando parte
de su energia de emision al fluoréforo aceptor. El cual emite luz a una longitud de

onda diferente, que puede ser detectada y medida (Cardullo et al., 1988).

Sondas de hibridacion FRET
bl
FRET
[
e O
o Aceptor
® Dador

Figura 1.23. Esquema general de las sondas de hibridacion por transferencia de energia
(FRET)

1.6.2.2. Sondas Molecular Beacons

El concepto de los molecular beacons' fue introducido por Tyagi y Kramer en

1996 y se aplicd con éxito a los ensayos de hibridacion de acidos nucleicos (Tyagi et

' No existe una traduccion al castellano consagrada por el uso. Vocabulario inglés-espafiol de
bioquimica y biologia molecular (5% entrega). Claros, G.; Saladrigas M.V.; Gonzalez-Halphen, D.,
Panace@, 16, 109-126 (2004).
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al., 1996). Una sonda molecular beacon es un oligonucleotido que contiene un
fluoréforo y un quencher en diferente extremo de la cadena. Esta cadena de
oligonucleotido esta compuesta por una region sonda (loop) complementaria a una
secuencia diana y dos regiones de 5-6 bases que son auto-complementarias en los
extremos opuestos (Stem). En ausencia de la cadena diana, las partes
complementarias estan hibridadas formando una estructura de horquilla (loop-stem),
de forma que el fluor6foro y el quencher estan proximos (Tan et al., 2004). En este
caso el quencher desactiva el estado excitado del fluor6foro produciendo una gran
disminucién de la fluorescencia. Sin embargo, en presencia de la secuencia diana la
region sonda del molecular beacon se hibrida a ella originando la apertura de la
configuracion de horquilla y por lo tanto, la separacion del fluor6foro del quencher.
Debido al aumento de la distancia entre el fluoréforo y el quencher, la fluorescencia
del fluoréforo ya no estd desactivada tras la hibridacion, lo que se traduce en un
aumento de la emision de fluorescencia (figura 1.24.). Esto ocurre, en principio,
cuando la secuencia sonda se ha hibridado selectivamente con la secuencia diana

(Tsourkas y Bao, 2003).

Un molecular beacon ideal no deberia mostrar ninguna fluorescencia en la
conformacion de horquilla cerrada (en ausencia de diana) y una emision de
fluorescencia intensa en la conformacion abierta, es decir, cuando hibrida con la
secuencia diana. La eficiencia de la deteccion de la secuencia diana de un molecular
beacon se combaza en la relacion sefal-ruido, que es la relacion de la sefial de
fluorescencia en presencia de la diana con la sefial de fluorescencia antes de la
adicion de ésta (Tsourkas y Bao, 2003). La sefal del ruido puede provenir de varias
fuentes. Asi, puede tener su origen en un molecular beacon parcialmente etiquetado
el cual posee el fluordforo, pero no el quencher, en una pequefia cantidad de
estructuras con conformacion de horquilla abierta en ausencia de la diana, y de la
ineficiencia del quencher para desactivar totalmente la fluorescencia del fluor6foro

(Jockusch et al., 2006).
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Figura 1.24. Esquema general de un molecular beacon en su conformacion de horquilla
(izquierda), e hibridada con la secuencia diana (derecha).

A pesar de todas las ventajas inherentes de los molecular beacons, se ha
observado que cuando se emplean en ambientes bioldgicos complejos, como en
células, a veces pueden dar falsos positivos (Santangelo et al., 2004; Tanke y Dirks,
2005). Algunas explicaciones para estos falsos positivos pueden ser la apertura de la
conformaciéon de horquilla por la interaccién con proteinas o membranas, asi como
por agentes intercaladores en el citoplasma de la célula que pueden alterar la
estabilidad de la horquilla. Ademads, también podria ser posible la liberacion del
fluordforo o del quencher del molecular beacon por la accion de nucleasas. Otra
complicacion adicional podria ser la insercion del molecular beacon dentro de la
célula. Puesto que un molecular beacon no debe fluorecer en ausencia de la diana, si
la incorporacion dentro de la célula no fuera posible, ya que la difusion del molecular

beacon en el interior no podria ser visualizada hasta que éste se enlace con la diana.
1.6.2.3. Sondas Molecular Beacons con dos fluoroforos

Los molecular beacons con dos fluor6foros poseen varias ventajas, tales
como una mejor visualizacion de su inyeccion en células, la posibilidad de analisis
ratiométrico para mejorar la relacion sefial/ruido y el uso de deteccion en dos canales
para permitir la visualizacion, no solo de la difusion del molecular beacon hibridado
con la diana, sino también del molecular beacon en su conformacion de horquilla. En
estos sistemas, el quencher se sustituye por otro fluoréforo, el cual actia como

aceptor de energia (Zhang et al., 2001; Jockusch et al., 2006) (figura 1.25.).
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Figura 1.25. Esquema general de un molecular beacon con dos fluordéforos. La
transferencia de energia se observa cuando esta en la conformacion de horquilla (izquierda),
pero no hay transferencia cuando esta en la conformacion abierta (derecha).

En la conformaciéon de horquilla los dos fluordforos estan cerca, lo que
permite la transferencia de energia (FRET) entre ellos. Sin embargo, cuando el
molecular beacon esta hibridado con la secuencia diana los dos fluoréforos estan lo
suficientemente separados para que no se observe FRET. La figura [.26 muestra la
fluorescencia, principalmente del aceptor (RedX), en ausencia de diana, como
consecuencia de la transferencia de energia desde el dador (Alexa-488). En presencia
de la diana ambos fluord6foros estardn separados, como consecuencia de la
hibridacién, lo que impide que ocurra FRET, observdndose por tanto un gran

aumento de fluorescencia del dador.

Fluorescencia normalizada

Longitud de onda (nm)

Figura 1.26. Espectros de emision de un molecular beacon con dos fluoroforos: en ausencia
(—) y en presencia (—) de la secuencia diana (Marti et al., 2007).

112 Tesis Doctoral Patricia Lozano Vélez



I. Introduccion

1.6.2.4. Intercaladores de ADN

Existen diferentes tipos de moléculas que pueden interactuar con el ADN.
Estas moléculas, también denominadas ligandos, pueden interactuar con DNA
formando enlaces covalentes, mediante uniones electrostaticas o intercalamiento. La
intercalacion sucede cuando moléculas de un tamafio y naturaleza quimica
apropiados encajan entre pares de bases de ADN. Estos ligandos son
fundamentalmente policiclicos, aromaticos y planares, siendo, por tanto, buenos
agentes de tincion de acidos nucleicos. Algunos intercaladores de ADN ampliamente
estudiados son bromuro de etidio, proflavina, daunomicina, doxorubicina y

talidomida.

Estos intercaladores suelen enlazarse selectivamente a cadenas doble de
ADN, siendo despreciable el enlazado con cadenas sencillas (figura 1.27). Por tanto,
se pueden utilizar para la deteccion de la hibridacion de ADN en medios
homogéneos sin necesidad de etiquetado de las cadenas ni amplificacién de la cadena
diana (Glazer y Ray, 1992; Rye et al., 1992; Rye y Glazer, 1995). Ademas, la
mayoria de los intercaladores de ADN son fluorescentes Uinicamente cuando estan
enlazados al duplex, evitando la necesidad de retirar del medio el exceso de
fluor6foro no enlazado. Los métodos se basan en la medida del aumento de
fluorescencia cuando el agente intercalador se enlaza en el interior de la doble
cadena. La magnitud de la sefial de fluorescencia es, por tanto, proporcional a la

cantidad de hibrido formado.

Figura 1.27. Esquema general de intercaladores en ADN (izquierda). Ejemplo de intercalado
de bromuro de etidio (derecha).
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1.6.2.5. Combinacion de intercaladores con FRET

En los ultimos afos ha empezado a desarrollarse la técnica que emplea
intercaladores como uno de los fluordforos necesarios en las sondas de ADN con
deteccion de la hibridacion basadas en FRET. Generalmente, la cadena sonda esta
etiquetada con el fluor6foro dador, y tras la hibridacion con la cadena diana y el
posterior enlazado del intercalador, que actia como aceptor, se pueden obtener
transferencias resonantes de energia de fluorescencia bastante eficientes (Banerjee y
Pal, 2007; Xu et al., 2005; Wang et al., 2004) (Figura 1.28). Con esta técnica se
aumenta no solo la sencillez en el desarrollo de la sonda, puesto que solo hay que
etiquetar una cadena sino también la sensibilidad en la deteccion de ADN, cuando se
compara con los métodos en los que ésta se basa en cambios directos de la intensidad
de fluorescencia del fluor6foro tras la hibridacion debido a cambios en el
microambiente que rodea a éste éste. Uno de los primeros trabajos que utilizaba esta
metodologia para la determinacion de secuencias de acidos nucleicos en medios
homogéneos fue el desarrollado por Talavera et al. (2003). En este articulo, la
cadena sonda de poli(C) era etiquetada con fluoresceina como dador, actuando como
aceptor de la FRET el intercalador bromuro de etidio, una vez producida la

hibridacién con la secuencia diana poli(I).

Figura 1.28. Esquema de un sistema FRET entre un fluor6foro etiquetando a una cadena de
ADN e intercaladores de ADN.
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1.6.3. ETIQUETADO COVALENTE DE ACIDOS NUCLEICOS CON
FLUOROFOROS

Las estrategias de etiquetado, usualmente utilizadas para obtener proteinas o

acidos nucléicos marcados con fluoréforos, se pueden dividir en dos categorias:

e Etiquetado directo: Mediante el cual la etiqueta detectable estd unida
directamente a la sonda.

¢ Etiquetado indirecto: Donde un hapteno esta unido a la sonda y se detecta por
el uso de una proteina marcada. Por ejemplo, la biotina seria el hapteno y la avidina

la proteina marcada.

En esta Memoria se ha utilizado el método de etiquetado directo del
fluor6foro en el oligonucleotido sonda. Sin embargo, previamente al etiquetado, es
necesaria la modificacion de los oligonucledtidos, ya sea en los grupos fosfato o en

las propias bases.

1.6.3.1. Esquemas de derivatizacion de polinucledtidos para su posterior

etiquetado

En general, las reacciones de etiquetado fluorescente mas comunes utilizan
grupos amino primarios en la biomolécula diana y los candidatos mas usuales son los
residuos de lisina en proteinas y grupos alquilamino en d4cidos nucléicos
derivatizados. También los grupos sulthidrilo, tales como los residuos de cisteina en
proteinas, son buenos candidatos para una posterior reaccion de etiquetado con
iodoacetamidas o haluros orgéanicos (ver figura 1.30). Los grupos hidroxilo de
biomoléculas también pueden reaccionar con isotiocianatos y ésteres activos de
fluoréforos adecuados. Sin embargo, estos ultimos son menos reactivos que las
aminas primarias, por lo que las reacciones de etiquetado deben realizarse en

condiciones muy estrictas y conllevan un gran tiempo de reaccion (Brinkley, 1992;

Haugland, 1996).
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En el caso especifico de los acidos nucléicos, la mayoria de los métodos de

modificacion proporcionan derivados como los que se indican en la figura 1.29.

1) Derivatizacion terminal: Las aminas alifaticas primarias se pueden conjugar en el

grupo 5’-fosfato de un oligonucledtido utilizando una reaccion estandar
(fosfoarimidita). Los productos activados mediante la inclusion de dichas aminas
estan disponibles en el mercado y se expenden con espaciadores de 2, 3, 6 6 12
atomos de carbono entre el oxigeno-5" y el grupo amino. Los tioles-5" estan
disponibles comercialmente. Alternativamente, se puede realizar el etiquetado en el
extremo 3°. Segun Jameson y Sawyer (1995), el etiquetado en el extremo 5" con
dansilo conectado a través de un brazo espaciador de 6 carbonos no afecta ni al punto

de fusion (Ty,) del diplex ni al gardo de hipercromicidad observado.

2) Derivatizacion en el fosfato internucleétido: Caruthers et al., (1995) reportaron la

sintesis de desoxinucledtidos 3’-fosforotioamidita y su incorporacion en ADN
utilizando un sintetizador de oligonucledtidos comercial con la subsiguiente

alquilacion.

3) Derivatizacién en las propias bases: Haralambidis et al. (1987, 1990a) han

preparado desoxiuridinas sustituidas en la posicion C-5, portadoras de un grupo
amino alifatico primario. Este tipo de modificacion permite la incorporacion de
brazos espaciadores de variada longitud. Gibson y Benkovic (1987) describieron la
preparacion de derivados fluorescentes de la 5-aminopropil desoxiuridina que han
sido empleados para estudiar la interaccion del fragmento Klenow de la polimerasa I
del ADN de E. coli con ADN (Gibson y Benkovic, 1987; Allen y Benkovic, 1989;
Allen et al., 1989). Timidinas amino-modificadas con distintos brazos espaciadores
estan disponibles comercialmente. Shapiro y Weisgras (1970) describieron y
utilizaron la transaminacion del grupo amino en la posicion N* de residuos de
citosina de acidos nucléicos con etilendiamina, usando una reaccion de intercambio

catalizada por bisulfito. Esta ha sido la modificacion llevada a cabo en esta Memoria.

4) Derivatizacion internucleétido: El reemplazamiento de un nucledsido por un

puente de 2 6 3 4&tomos de carbono entre el 3’-fosfato de un nucleétido y el 5'-fosfato
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del siguiente nucledtido, permite conservar la distancia interfosfato. El puente
transporta un brazo alquilamino que puede conjugarse a una molécula fluorescente.

Este método tiene la desventaja de que se reemplaza un nucledtido por un grupo

1) 2)
DR SR S
HzN(CHz)s ‘ OH o~
[ SH
3)
J\WNH;{BH;].HH;
s ]

4)

extrano.

HO OH
NH3z NH2 NH2

5)
HzN
NHz

HO
NH;

Figura 1.29. Tipos de modificaciones en oligonucledtidos para su posterior conjugacion con
fluoréforos: 1) Derivatizacion terminal en 57; 2) Derivatizacion en fosfato internucleétido; 3)
Derivatizacion de base (timina amino-modificada); y 4) y 5) Derivatizacion internucledtido.

1.6.3.2 Tipos principales de reacciones de etiquetado con fluoréforos

Como antes se indico, las reacciones de etiquetado mas comunes utilizan
grupos amino primarios en la macromolécula diana, aunque muchos autores han
utilizado grupos hidroxilo o sulthidrilo (presentes o introducidos previamente) en la
macromolécula. Las reacciones con ésteres activos de succimidilo y con

isotiocianatos son relativamente especificas para grupos amino primarios, asi mismo
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son facilmente controlables y se completan en un periodo de pocos minutos
(DePetris, 1978; Brinkley, 1992; Mujumdar et al., 1993; Haugland, 1996). La
reaccion de etiquetado con ésteres de succinimidilo compite favorablemente con la
hidrolisis del éster activo, aunque las velocidades de ambas reacciones dependen del
pH. Asi, un valor de pH alto favorece la forma R-NH;, que reacciona bien con
ésteres activos de los fluoroforos. Si disminuye el pH, se origina la forma no reactiva
R-NH;". La mayoria de las reacciones con ésteres activos se llevan a cabo a pH 8.5-
9.5 durante un periodo temporal que oscila entre 15 minutos y varias horas. Cuando
se utilizan derivados de isotiocianato como reactivo, se pueden realizar
consideraciones similares sobre intervalos de pH y tiempo; aunque en general, los

¢ésteres reaccionan mas rapidamente que los isotiocianatos.

Los cloruros de sulfonilo también son muy reactivos con las aminas primarias
(Titus et al., 1982). Los enlaces formados usando ésteres activos y cloruros de
sulfonilo son muy estables y resulta absolutamente esencial que no haya ningln otro
componente con grupos amino primarios en el medio de reaccion. En algin caso
aislado se han utilizado también derivados diclorotriazina del fluoréforo (Blakeslee y

Baines, 1976).

Los grupos hidroxilo de la macromolécula diana son menos reactivos con
¢steres de succinimilo e isotiocianatos, aunque generalmente las reacciones se
pueden llevar a cabo con éxito bajo condiciones apropiadas que incluyen un largo
tiempo de reaccion. Los cloruros de sulfonilo e isotiocianatos son mas reactivos con

grupos hidroxilo que los ésteres de succinimidilo.

Los grupos sulfhidrilo introducidos en acidos nucléicos modificados pueden
etiquetarse con iodoacetamidas, haluros orgdnicos, maleimidas y mediantes
reacciones de intercambio disulfuro (Brinkley, 1992; Haugland, 1996). Estos
compuestos reaccionan bien con tioles a pH fisioldégico (6.5-6.8), resultando la
reaccion menos efectiva con los grupos amino que estdn protonados en el citado
intervalo de pH. En la figura 1.30 se exponen ejemplos de estas reacciones asi como

de las anteriormente mencionadas.
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1) Isotiocianato
3
I
T-MH2 +F —NC3 — s T—NCS —F

2) Ester de succinimidil “activo”

. 0
I
T-NH; + F—C —0_N . T_NHCO_F

3) Cloruro de sulfonilo

THHz + F— 30201 —  w T—303—F

4) lodoacetamida
T-%H + F— NHCOCH3l — = T—SCH2CONH-— F

5) Maleimida
0

5 £
—F
T-3H +F—Ni —» T —23 ! N

6) Intercambio disulfido

Q
- F-NE2 m
- 'I 3—8 —CHaCHC00 —H —_—l _ 3 —3—CHpCH2CONH —F
H H

I?paso

-
T3H + Q_s —3_—CH9CH7CONH —F ——= T—3—3—CH3CHzCONH—F

2% paso

Figura 1.30. Esquemas de las reacciones mas usuales de etiquetado con fluor6foros.
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La reaccion de intercambio disulfuro proporciona un método especialmente
util en el etiquetado de acidos nucléicos con proteinas y ha sido utilizada por nuestro
grupo de investigacion para etiquetar C-ficocianina y aloficocianina (dos proteinas
con alto rendimiento cuantico de fluorescencia) a polinucleotidos sintéticos (Bermejo

etal., 1997).

Una vez etiquetado el polinucledtido con cualquiera de estos métodos, la
purificacion del material fluorescente se alcanza mediante simple precipitacion del
acido nucléico en medio alcohdlico o, de forma mas general, mediante cromatografia
a través de una columna de filtracion por gel (Brinkley, 1992; Mujumdar et al., 1993;
Talavera et al., 1997).

Para determinar la estrategia mas conveniente de etiquetar polinucledtidos
con fluordforos de interés, se han explorado los distintos esquemas de modificacion
entre los variados métodos utilizados hasta ahora descritos anteriormente. En la
revision efectuada, nuestro criterio de eleccion ha sido que el esquema de la
modificacién cumpla con determinados requisitos, tales como que el esquema de
modificaciéon sea simple y sencillo, que permita el etiquetado con diferentes
fluoroforos, que se utilicen reactivos e instrumentacion econdmicamente asequibles,
y que el fluor6foro pueda resultar afectado directamente por el acido nucléico diana

cuando se produzca la hibridacion.

De todas las metodologias revisadas se ha escogido el ataque nucleofilico en
el doble enlace 5-6 de la base citosina como una modificacion que cumple
adecuadamente con las anteriores condiciones. Shapiro y Weisgras (1970)
describieron que el anion bisulfito (HSO3") es capaz de unirse reversiblemente al
doble enlace 5-6 del uracilo y de la citosina. Lo mds importante de la citada reaccion
es que en disoluciones acuosas el aducto de citosina-bisulfito puede sufrir una
desaminacion y convertirse en uracilo mediante ajuste del pH a 10. Ademas
mostraron que ciertas aminas pueden competir con el agua como un nucleéfilo para
el aducto de citosina-bisulfito y que el grupo amino de la posicion N* puede
substituirse por otras pequefias aminas organicas. Hayatsu (1976) describidé que la

semicarbazida podia transaminar eficazmente residuos de citosina en cadenas
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indivuales de ADN y que la reaccion era especifica s6lo para residuos de citosina no
apareados. Esta modificacion introduce un grupo amino libre, dénde se puede
alcanzar la posterior adicién de otros grupos de interés mediante el uso de reactivos
especificos del grupo amino. Draper y Gold (1978) y Draper (1984) estudiaron la
transaminacion catalizada por bisulfito de los restos de citosina con varias aminas,
notando que las alquildiaminas reaccionan casi completamente bajo condiciones
apropiadas. Otros autores han usado la técnica de transaminacion para unir diversos
grupos a polinucleotidos (Kelly et al., 1970; Grunstein y Hogness, 1975; Southern,
1975).

En esta Memoria se ha usado un procedimiento similar al descrito por
Shapiro y Weigras (1970) para la modificacion de los residuos de citosina mediante
una transaminacion con etilendiamina (figura 1.31a). Posteriormente se ha realizado
el etiquetado con el fluordforo sintetizado, TGIII, mediante el uso de reacciones
especificas para grupos amino primarios (figura I.31b). Con este fin, se ha llevado a

cabo la sintesis de éster de succinimido de TGIII.

a) b) 0 0
: 0 U
= R'CO=N |+ RINH, ——= R'-C-NH-R? + HO—N
MNH.,
; N-C ® 0 0

Ester Suctimimida Carboxamida
B = Fluordforo facromolécul

NH,

Figura 1.31. a) Esquema general para el etiquetado de oligonucleotidos tras transaminacion.
b) Reaccion de etiquetado entre el éster succinimido de un fluoréforo con las aminas
primarias de las macromoléculas.
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1.6.4. CARACTERITICAS DE HIBRIDACION DEL SISTEMA MODELO
UTILIZADO

En nuestros estudios hemos utilizado un sistema modelo mediante el uso de
acido polirribocitidilico, poli(C), que actiia como sonda al ser etiquetado con el ester
succinimido del TGIII y acido polirriboinosinico, poli(I), que es la diana. Este
sencillo sistema nos ha servido para desarrollar y verificar técnicas de deteccion de la
hibridacion de écidos nucléicos con relativa rapidez y economia, ya que estos
polinucledtidos son faciles de manejar y se adquieren con facilidad a precios muy
asequibles. Ademas, por tratarse de homopolimeros complementarios, poli(C) y
poli(I) hibridan rapidamente en disolucidn y tienen una baja temperatura de fusion,
Tm=065°C, lo que facilita estudios rdpidos y detallados, necesarios en este tipo de

investigaciones.

Se ha escogido poli(I) como cadena complementaria de poli(C) para nuestros
estudios debido a que el hibrido poli(C)/poli(I) pierde sus caracteristicas de
hibridacion alrededor de los 65°C, mostrando tipicos efectos de hipercromicidad a
260 nm, mientras que una doble hélice de poli(C)/poli(G) (acido pilirriboguanilico)
tiene menos estabilidad térmica. Ademas, a pH neutro, poli(G) tiende a agregarse y
formar estructuras tridimensionales, como estructuras en G-cuadruplex, lo cual
supone problemas adicionales para nuestros estudios (Read y Neidle, 2000; Stefl et
al., 2003). La estructura quimica de poli(I) es la misma que la de poli(G), excepto el

2 . , . . . . .
grupo N°-amino. El tipico par de bases formado entre citosina e inosina se muestra

en la figura 1.32.
Citosma
H |
H?”’C‘Tﬁ"M“H
0
AN N I
C i o A, ”'FNK
= HIZIZ II .fl:H
Lo
by M R
N \ Inosma

Figura 1.32. Formacion del par citosina-inosina.
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Por otra parte, se conoce que a pH neutro y a concentracion salina milimolar,
poli(C) forma un complejo 1:1 con poli(I) (Chamberlin y Patterson, 1965).
Poli(C)/poli(I) forman una estructura bihelicoidal con apareamientos Watson-Crick
entre residuos de citosina de una hebra y residuos hipoxantina de la otra (Arnott et
al., 1973). Los datos de difraccion de rayos-X muestran que el hibrido poli(C)/poli(I)
es una hélice de 11 vueltas de tipo A-ARN que puede experimentar una transicion
inducida por fuerza ionica a una hélice de doce pliegues de ipo A’-ARN (Arnott et
al., 1973). La principal diferencia entre estas dos hélices es la reduccion en la
inclinacion de las bases. Chamberlin y Paterson (1965) estudiaron las series 1-C
(tanto ribopolimeros como desoxirribopolimeros) y encontraron que las estructuras
de la doble hélice se forman entre ribopolimeros y desoxirribopolimeros con las

siguientes estabilidades térmicas: (rI)-(rC) > (rI)-(dC) > (dI)-(dC) > (dI)-(xC).

Tanto poli(C) como poli(I) existen como cadenas individuales, presentando
estructuras ordenadas en disoluciones a pH neutro y a concentraciones moderadas de
sal (de 100 a 300 mM), con las bases apiladas formando una hélice similar a aquella
en la que una cadena individual tiene una estructura de doble cadena (Felsenfeld y
Miles, 1967), aunque también se ha propuesto un modelo alternativo para poli(C) en
disolucion (Broido y Kearns, 1982). Una imagen razonable de las estructuras de
estos homopolimeros en disolucién podria ser aquella en la que las bases no estan
rigidamente enlazadas en la cadena polinucledtida, sino mas bien conectadas por
muelles que experimentan oscilaciones de torsién, de compresion y de extension
(Bloomfield et al., 1974). A pH menor de 6, poli(C) puede formar una doble hélice
consigo mismo con cadenas paralelas que se enlazan juntas por grupos de uniones de
tres enlaces de hidrogeno cada uno entre las bases de citosina (poli(C)-poli(C")). Para
que pueda ocurrir este tipo de interacciones, uno de los dos anillos citosina debe
protonarse (pK,=4.5) (Hartman y Rich, 1965). Ademas, tras titulacion acida, el
hibrido poli(C)/poli(I) puede desprotonarse a poli(I)-poli(C)-poli(C") y luego,
conforme se disminuye el pH de la disolucion, a poli(I)-poli(C") (Thiele y
Guschlbauer, 1969a,b,c), teniendo en cuenta que a fuerzas ionicas altas (>0.5M) se

favorece la formacion de estas estructuras complejas.
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II. Material y Métodos

11.1. MATERIAL

En esta seccion se describen los instrumentos, técnicas y metodologias
utilizadas, asi como los reactivos empleados en la elaboracion de la parte

experimental de esta Memoria.
11.1.1. INSTRUMENTACION
11.1.1.1. Balanza

Se ha utilizado una balanza analitica electronica Sartorius modelo A-120 S,
provista de sistema de calibracion interno y externo. Desviacion estandar + 0.1 mg y

tiempo de respuesta de 3 s.
11.1.1.2. Centrifuga

Se ha usado una centrifuga analitica Nahita 2507/100 con capacidad de
centrifugacion simultdnea para 12 tubos eppendorf de 1.5 ml o 2 ml, en un rotor de
angulo fijo de 45° Alcanza una velocidad méaxima de 13400 rpm y posee

temporizador y mecanismo de cierre de seguridad.
11.1.1.3. pH-metro

Las medidas de pH se han realizado con un pH-metro Crison modelo GLP-22
dotado de un sistema de agitacion magnética simultanea de la muestra. El pH-metro
se puede emplear para determinar el pH en disoluciones cuya concentracion esté
comprendida entre 10 y 10" (g/L). Para la calibracion se emplearon tres tampones

estandares (Crison) de pH 4.00, 7.00 y 9.21.
11.1.1.4. Rotavapor

Se empled un rotavapor Biichi Relll conectado a vacio y provisto de un

bafio termostatico Biichi 461.
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11.1.1.5. Sonicador

Se ha utilizado un bafio de ultrasonidos Ultrasons Selecta P modelo 513 con
generador de 150 W que produce ondas sonoras de 40 kHz. Posee temporizador

sincronizado con ldmpara de sefializacion.

11.1.1.6. Espectrofotometro de absorcion

Los espectros de absorcion se recogieron con un espectrofotometro Lambda
650 Perkin Elmer UV-Visible. Se trata de un modelo de doble haz, con rendija
variable de 5 a 0.01 nm y deteccion mediante fotomultiplicador (R955). Permite
medidas de absorbancia y tanto por ciento de transmitancia en el intervalo de
longitudes de onda comprendido entre 190 a 1200 nm. El espectrofotometro se
controla mediante un ordenador provisto del programa informatico que acompana al
instrumento. Se completa con un equipo peltier de termostatacién para los

compartimentos de referencia y de muestra.

11.1.1.7. Espectrofluorimetro en estado estacionario

Los espectros de fluorescencia en estado estacionario se han registrado
utilizando un espectrofluorimetro Jasco FP-6500. Se trata de un instrumento de
cuarta generacion, con control externo desde un ordenador mediante el programa
informatico Spectra Manager. El instrumento realiza tanto medidas de fluorescencia,
como fosforescencia, quimioluminiscencia y bioluminiscencia. La fuente de luz es
una ldmpara de Xenoén equivalente a 150 W. El detector es un fotomultiplicador
R3788-01. Los monocromadores son rejillas holograficas con 1800 ranuras/nm y

cubren los intervalos entre 220 y 750 nm.

La sensibilidad de las medidas es de = 0.1 nm y la reproductibilidad de + 0.3
nm. El paso de banda de las rendijas se puede seleccionar entre 1, 3, 5, 10 y 20 nm
para la de excitacion y emision. La velocidad de barrido puede variar entre 20 y 5000
nm/min, dependiendo de la respuesta y sensibilidad utilizada. Asimismo, es posible
seleccionar filtros para diversas longitudes de onda o atenuador de la transmitancia.

La sensibilidad posee una relacion sefal-ruido >200:1 r.m.s., usando la banda
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espectral Raman del agua ultrapura con excitaciéon a 350 nm. El equipo posee un
portacélulas estandar, termostatizado mediante circulacion de agua por un Peltier, y
capacidad para cubetas de 10 x 10 mm. Para la correccion de los espectros de
excitacion, un divisor del haz hace pasar una parte de la intensidad incidente por un
fotodiodo de referencia, mientras que los espectros de emision se pueden corregir

mediante el programa informatico.

11.1.1.8. Fluorimetro con resolucién temporal y excitacion laser

En las medidas de fluorescencia resuelta en el tiempo se empled un
espectrofluorimetro con resolucion temporal Fluotime 200 (PicoQuant GmbH)
basado en la técnica de conteo de fotones individuales correlacionados en el tiempo
(time correlated single photon counting; TCSPC) y provisto de un sistema de
excitacion laser. A continuacion, se describird, por una parte, la fuente de excitacion

laser, y por otra, el sistema completo de TCSPC.

11.1.1.8.1. Fuente de excitacion laser

11.1.1.8.1.1. Laser Modelo LDH (PicoQuant GmbH)

La fuente de excitaciébn consiste en un laser pulsado de diodos de
picosegundos de alta potencia. La fuente laser proporciona un tren de pulsos de hasta
40 MHz cuya anchura tiene una amplitud minima de 70 ps. Las longitudes de onda

de emision de los laseres usados fueron 440 y 470 nm.

11.1.1.8.1.2. Laser Modelo PicoTA 490 (PicoQuant GmbH)

Esta fuente de excitacion consiste en un laser pulsado de diodos de
picosegundos de alta potencia (Esquema II.1). La fuente laser proporciona un tren de
pulsos de hasta 40 MHz y una anchura de pulsos con una amplitud minima de 54 ps.
La longitud de onda de emision del laser es de 488 nm gracias a la generacion del
segundo armoénico de la fuente laser primaria. Asociado al sistema antes descrito, y

por motivos de la alta demanda de estabilidad, se encuentra el controlador de la

Tesis Doctoral Patricia Lozano Vélez 129



II. Material y Métodos

temperatura DTC 110 que mantiene en todo momento una temperatura de 24.2 °C en

la fuente de laser.

Controlador del Fuente de energia
laser PDL 800 B parael TA 110
Aislador optico _I_ : Aislador optico

= ———

. Cristal generador de
Fl.ll"llt'? de laser Amplificador segundo armonico
PicoTA490 TALID

Esquema I1.1. Sistema PicoTA: un laser PicoTA490 de pulso de diodo de picosegundo
usado como fuente de luz con un amplificador TA110. Adicionalmente, se ha afiadido un
cristal generador de segundo armonico para doblar la frecuencia de emision. A" laser = 488
nm.

11.1.1.8.1.3. Controlador de la fuente de excitacién

La fuente de excitacion va acompafiada de un sistema controlador PDL 800 B
(PicoQuant GmbH), que cuenta con un oscilador de cristal que genera fluctuaciones
mas bajas que la frecuencia madre, y por lo tanto permite dividir la frecuencia de
repeticion de pulso del laser entre factores binarios (1, 2, 4, 8 6 16), generarando un

rango de frecuencias de: 40, 20, 10, 5 y 2.5 MHz.
11.1.1.8.2. Sistema TCSPC

Mediante la técnica de conteo de fotones individuales correlacionados en el
tiempo (TCSPC) se adquieren curvas de decaimiento de fluorescencia, realizando un
histograma de los tiempos de llegada al detector de fotones individuales a lo largo de
muchos ciclos de excitacion/emision. En el histograma se registra el tiempo que hay
entre la generacion del pulso laser de excitacion y la llegada al detector de los

fotones de emision correspondientes a dicha excitacion. Esta técnica se ha llevado a
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cabo en un espectrofotometro de fluorescencia en tiempo resuelto, Fluotime 200,
basado en una geometria en L, y controlado mediante un ordenador equipado con una

tarjeta de adquisicion de datos de TCSPC TimeHarp 200 (PicoQuant GmbH).

Camara de la Espejo reflectante

str fijo
rauestra Teis (fijo)

Cubeta

MMonocromador

i

=

Obturador

| Rendija

Detector

Espejo reflectante
(ajustable)

Esquema 11.2. Disposicion del fluorimetro de resolucion temporal Fluotime 200, PicoQuant

Inc.

Como se muestra en el esquema II.2, la radiacion de excitacion pulsante del
laser es dirigida a la camara de la muestra a través de una fibra optica. Alli, por
medio de una lente, el haz se enfoca hacia la muestra. La emision de la muestra
excitada se recoge y es colimada a través de unas lentes en angulo recto con respecto
a la excitacion. La luz emitida pasa a través de un polarizador laminar en un angulo
de 54.7° con respecto a la direccion de polarizacion de la luz excitatriz, al objeto de
eliminar los efectos de la difusion rotacional de los fluor6foros en los decaimientos
de fluorescencia. Posteriormente, la luz emitida se enfoca hacia un monocromador
modelo Sciencie Tech 9030, cuyas especificaciones técnicas son: /3.5, red de
difraccion holografica concava de 1200 lineas/mm, 8 nm/mm de dispersion angular e

intervalo espectral de 350 a 800 nm. Tras pasar por dos rendijas de anchura
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controlable, la deteccion de los fotones emitidos se realiza en un fotomultiplicador de
plato de microcanales, cuya sefial sirve como pulso START. El pulso STOP procede
del oscilador PDL 800 B. Ambos pulsos estdn conectado a un ordenador equipado
con la tarjeta TimeHarp 200 y con el programa informatico de control, que posee
integrados los dos moédulos de discriminacion de fraccion constante (CFD): el
convertidor tiempo-amplitud (TAC) y el convertidor analdgico-digital (ADC). Los

histogramas de decaimientos de fluorescencia se recogen a lo largo de 1036 canales.
11.1.1.9. Espectrometro de Resonancia Magnética Nuclear

Los espectros de RMN de 'H se registraron en un espectrometro Bruker
AM300, con campo magnético de 300 MHz, provisto de sonda QPN de 5 mm para
'H, C, F y *'P, un accesorio para RMN de solidos CP/MAS y un regulador de

temperatura.
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11.1.2. REACTIVOS

Los productos quimicos utilizados en el desarrollo de la parte experimental de esta

Memoria han sido los siguientes:

e Acetona. Panreac.

e Acido citrico. Panreac.

e Acido clorhidrico. Panreac.

e Acido etilendiaminotetracético (EDTA). Sigma.

o Acido-2-[4-(2-hidroxietil)-piperazinil-(1)]-etansulfonico (HEPES). Merck.

e Acido perclérico. Panreac.

e Acido polirribocitidilico, poli(C). Sigma.

¢ Acido polirriboinosinico, poli(I). Sigma.

e Acido trifluoroacético (TFA). Sigma.

e Agua bidestilada y desionizada en un equipo Mili-Q, de MilliPore
(resistividad: 18 MQ-cm).

¢ Bisulfito sédico. Sigma.

e Cloruro de isopropil magnesio (i-PrMgCl). Sigma-Aldrich.

e (Cloruro de 2-metoxietoximetil (MEM-CI). Sigma-Aldrich.

e Cloruro sddico. Panreac.

¢ Diciclohexilcarbodimida (DCC). Aldrich.

¢ Diclorometano. Fluka.

¢ Dihidrogeno fosfato monosddico monohidratado. Panreac.

¢ Dimetilsulfoxido (DMSO). Fluka.

e FEtanol. Panreac.

e Etilacetato. Sigma-Aldrich.

¢ Etilendiamina. Sigma.

e Hidrogeno fosfato disddico heptahidratado. Panreac.

e Hidroquinona. Sigma.

e Hidroxido de litio. Aldrich.

e Hidroxido sédico. Aldrich.
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e Hidruro de sodio. Sigma-Aldrich.

e Metanol. Panreac.

e Metil-4-yodo-metilbenzoato. Sigma-Aldrich.
e N-Hidroxi-Succinimida. Aldrich.

e Sephadex G-25. Sigma.

e Silicagel. Acros.

e Tetrahidrofurano (THF) seco. Merck.

e Tris-(hidroximetil)-aminometano (Tris). Sigma.

Los reactivos fueron utilizados sin purificacion adicional, tras comprobar la
ausencia de emision fluorescente debida a impurezas. Los productos quimicos fueron

de pureza grado analitico o bioquimico.

En los procesos de purificacion del poli(C) mediante dialisis se usaron
membranas de 1.8/32 pulgadas. El cierre hermético de dichas membranas se

consiguié mediante unas pinzas suministradas por Medicell Internacional LTD.

El TGII fue purificado mediante una columna cromatografica de silicagel

(0.035-0.070 mm, 60 A).
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11.2. METODOS

11.2.1. ACTIVACION Y ETIQUETADO DE POLI(C)

Para el etiquetado del poli(C) primero se reemplaza el grupo amino en la
posicion N* de la citosina por una pequefia molécula organica que tiene un grupo
amino primario, mediante la técnica de Shapiro y Weigras, (1970) modificada por
Talavera et al., (1997, 2000). Esta reaccion introduce un grupo amino libre con un
brazo espaciador al cual se le pueden unir fluoréforos con grupos reactivos
especificos de aminas, los cuales actuarian como sondas fluorescentes (Talavera et

al., 1997, 2000; Yguerabide et al., 1996).
11.2.1.1. Activacién de poli(C)

La reaccion de transaminacion se llevd a cabo en un vaso de precipitado con
hielo, dentro del cual se introdujo un tubo de ensayo de vidrio con 1 mL de agua
bidestilada y 1 mL de HCI 12 N, seguido de la adicion gota a gota de 1 mL de

etilendiamina 3 M.

A continuacion se afadi6 al tubo de ensayo 0.475 g de bisulfito sédico, que
actia como catalizador de la reaccion (Shapiro y Weigras, 1970), y seguidamente se
adicioné 500 mL de agua destilada para favorecer la solubilizacién del mismo.
Debido a la baja solubilidad del bisulfito sodico, la reaccion se realizd con agitacion
continua. Finalmente, se ajustd el pH de la mezcla de reaccion a un valor de 6
adicionando gota a gota HCI 12 N, con el fin de evitar la liberacion de SO; Durante
el transcurso de este proceso pueden producirse emanaciones toxicas, por lo que se
realiz6 en el interior de una campana de gases, con la proteccidon adecuada (guantes y

gafas de laboratorio).

Simultaneamente, se preparo la disolucion de poli(C) que se iba a activar. Se
pesaron 2 mg de poli(C) y se disolvieron en el minimo volumen posible de una
disolucion de 10 mM tampon Tris/HCI 1 mM EDTA a pH 7.5. Al volumen total de

la disolucion de poli(C) preparada se le afiadio 9 volumenes de la mezcla anterior de
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etilendiamina. A todo ello se le adicion6 100 pL. de una disolucion de hidroquinona

en etanol del 96%, para la eliminacion de radicales libres.

La nueva mezcla se incub6 30 minutos a 42 °C en un bafio termostatizado. El
tiempo y la temperatura elegidos son los optimizados para una modificacion de las

citosinas no superior al 5% (Talavera et al., 2000).

Tras ese tiempo, se realizé la dialisis del producto de reaccion, lo que permite
la eliminacion del exceso de reactivos y subproductos de bajo peso molecular. Para
ello, se prepararon varios litros de tampon fosfato 20 mM a pH 8.5. Se llen6 un vaso
de precipitado con 2 litros del tampdn fosfato y se introdujeron las membranas de
dialisis llenas del producto de reaccion que se desea dializar. Debido a que algunos
de los reactivos en exceso son de caracter acido, y a que se debe evitar que el pH de
la disolucion de tampon baje de un valor de 7.7, se controld el pH durante toda la
diélisis con un pH-metro y se fue cambiando la disolucién de tampdn fosfato para
mantener el valor del pH por encima de este valor. La dialisis se da por finalizada

cuando el pH del tampodn de didlisis se mantiene constante durante varias horas.

11.2.1.2. Etiquetado de poli(C)

El poli(C) activado se extrajo de las membranas de dialisis, se precipitdé con
cloruro sodico y etanol, y seguidamente se etiquetd con el éster de succinimido del
TGIII (NHS-TGIII) siguiendo el método de Reines y Schulman (1979): 2 mg de
poli(C) modificado se suspendieron en 400 puL. de tampon 10 mM Tris/HCI 1 mM
EDTA a pH 7.35. A esta disolucion se le afiadio 100 uL de tampoén HEPES 1M a pH
10.0 con objeto de mantener el pH a un valor por encima de 8, ya que la hidrdlisis
del éster puede bajar el pH significativamente. A esta mezcla se le adiciond, gota a
gota, 500 pL de una disolucion del NHS-TGIII recién sintetizado, en DMSO. La
mezcla de reaccion se incubd a 37 °C durante 2h. El poli(C) etiquetado se purificd
mediante repetidas precipitaciones con etanol y cloruro sodico, hasta que no hubo
sefial fluorescente detectable de colorante libre en el sobrenadante. El Gltimo paso en
la purificacidon del material etiquetado se realizdo mediante cromatografia de filtracion

por gel en microcolumnas de Sephadex G-25.
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11.2.2. PREPARACION DE LAS DISOLUCIONES

Para la preparacion de las disoluciones de tampon fosfato (pKa® = 7.20 a
20°C) se utilizaron NaH,PO4-H,0 y Na,HPO,4-7H,0. Para ajustar el valor de pH a
las disoluciones acuosas (sin tampén) se usaron disoluciones 0.01 M de NaOH y
HCIO4. Todas las disoluciones se prepararon con agua bidestilada (Milli-Q) como

disolvente.

Las muestras preparadas en tampon fosfato, tanto para medidas de absorcion
como de fluorescencia, se prepararon a partir de disoluciones madres de NaH,PO,4 y
Na,HPO4 0.4 M y 0.8 M, afiadiendo luego la cantidad necesaria de cada una de ellas
en la proporcion adecuada para alcanzar la concentracion de tampon deseada, y el
valor de pH requerido de acuerdo a la ecuacion de Henderson-Hasselbalch (ecuacion
II.1). En los casos en los que fue necesario ajustar el pH a un valor concreto se
realizé afiadiendo pequetias cantidades de NaOH o HCIO, diluidos, antes de enrasar

las muestras hasta su volumen final.

A
pH = pK +Iog(mj (IL.1)

Para las disoluciones acuosas de TGIII se preparé una disolucién madre de
concentracién 10°* M en 1.27 x 10 M de NaOH en agua Milli-Q. A partir de esta
disolucion madre, se prepararon las concentraciones requeridas de TGIII en las
concentraciones adecuadas de NaH,PO, y Na,HPO,, mezclando los volimenes de
estas dos disoluciones en distinta proporcién hasta obtener los valores de pH
requeridos en los distintos experimentos. Las disoluciones de TGIII para medidas de
fluorescencia se prepararon teniendo en cuenta que la absorbancia de las disoluciones

finales fuera menor de 0.1.

El estudio de la influencia de la fuerza idnica del TGIII sobre el pK, se realizo

preparando disoluciones con fuerzas iénicas comprendidas entre 0.01 y 1.6 M. Para

el calculo del pK; a través de la metodologia de fluorescencia en estado

estacionario se prepararon disoluciones de TGIII en tampén fosfato de
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concentraciones 0.4 M y 0.8 M a nueve valores diferentes de pH. Para las medidas de
fluorescencia con resolucion temporal se utilizaron las disoluciones anteriores junto a
otras once disoluciones de TGIII en tampon fosfato en un rango de concentraciones

de 0.005 a 0.8 M a un mismo valor de pH (6).

Tanto las disoluciones madre como las de trabajo se prepararon en
condiciones de oscuridad. Asimismo, fueron almacenadas en oscuridad a 5 °C para

evitar cualquier posible deterioro ocasionado por la luz o el calor.
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11.2.3. PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

Todas las medidas, tanto de espectroscopia de absorcion como de
fluorescencia, se han realizado a temperatura ambiente. Previamente a la adquisicion
de los espectros o decaimientos, las cubetas, limpias y mantenidas en 4cido nitrico
diluido, se enjuagaron varias veces con agua destilada y la disolucion a medir. Las

medidas de los valores de pH se realizaron tras la preparacion de las mismas.

11.2.3.1. Medidas de absorcion

Las medidas de absorcion se realizaron en el espectrofotometro UV/Vis
Perkin Elmer Lambda 650 descrito en el apartado II.1.1.6. Las cubetas utilizadas
tanto para la muestra como para la referencia fueron de cuarzo, de la casa Hellma, y
sus dimensiones (10 x 10 mm) proporcionan un paso 6Optico de 1 cm. Como
referencia se utilizaron disoluciones con los mismos componentes que la disolucion

de trabajo y en iguales concentraciones, excepto en el fluordéforo estudiado.

11.2.3.2. Medidas de fluorescencia en estado estacionario

Las medidas de fluorescencia en estado estacionario se registraron en el
fluorimetro Jasco FP-6500 descrito en el apartado II.1.1.7, utilizando cubetas de
cuarzo (Hellma) de dimensiones internas de 10 x 10 mm, que proporcionan un paso
optico de 1 cm. En las medidas de fluorescencia para la deteccion de la hibridacion
de poli(C) con poli(I) se empled una cubeta de cuarzo con bulbo inferior (Hellma)
que permitia la agitacion magnética durante la medida, y asi favorecer la hibridacion.
Ademas, en estos experimentos la temperatura se mantuvo fija a 20 °C. La velocidad
de barrido se selecciond de manera que se consiguiera una buena relacion sefial:ruido
sin necesidad de un posterior “suavizado” de los espectros. La abertura de las
rendijas de excitacion y emision se modifico también segun la serie de espectros en

el intervalo de 1-3 nm, llegando a un compromiso entre resolucion espectral y sefial.
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11.2.3.3. Fluorescencia resuelta en el tiempo

Las medidas de tiempo resuelto se llevaron a cabo con el instrumento que se
describe en el apartado I1.1.1.8. Las cubetas utilizadas fueron de cuarzo, de la casa
Hellma, de dimensiones 10 x 10 mm. Los decaimientos de fluorescencia se
recogieron en histogramas a lo largo de 1036 canales. El valor de tiempo por canal
empleado fue de 36.7 ps/canal, abarcando una escala temporal de 38 ns. Con esta
escala se recogieron completos todos los decaimientos (el numero de cuentas al final
del decaimiento era inferior al 0.5 % de las cuentas en el maximo). Los histogramas
se recogieron hasta conseguir 20000 cuentas en el maximo. El iris del instrumento se
ajusto para no detectar mas fotones del valor del 0.5 % de la frecuencia utilizada (20

MHz).

Las longitudes de onda de excitacion utilizadas en el estudio fotofisico del
TGIII fueron 440 nm y 470 nm, con las que se excitan preferentemente las especies
anionica y dianionica del TGIII, respectivamente. Los decaimientos se recogieron a

las longitudes de onda de emision de 515, 525, 540 y 550 nm.

Para obtener la funcién de respuesta del instrumento (IRF), o perfil de la
lampara, se obtuvo el histograma situando en el compartimento de muestra una
dispersion coloidal de silica (LUDOX), recogiéndose la luz dispersa con el
monocromador situado a la longitud de onda de excitacion. Durante la realizacion de
las medidas se recogieron varios perfiles instrumentales, comprobando asi la alta

estabilidad del laser con el tiempo.
11.2.3.4. Espectroscopia de *H-RMN

Los espectros de RMN de proton fueron recogidos a temperatura ambiente en
el instrumento de 300 MHz de campo magnético descrito anteriormente en el
apartado II.1.1.9, empleando como disolventes dimetilsulféxido deuterado,
cloroformo deuterado, agua deuterada en sosa deuterada y metanol deuterado, segun
el caso. La referencia para la definicion de escalas de desplazamientos quimicos fue

el tetrametilsilano.
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11.2.4. TRATAMIENTO DE LOS DATOS Y METODOS DE ANALISIS

Tanto el tratamiento y representacion de datos, asi como los analisis no
lineales por minimos cuadrados, se realizaron con el programa informatico Origin
7.0 Professional. El analisis de reconvolucion y ajustes multiexponenciales
individuales y globales de los decaimientos de fluorescencia se hicieron con el
programa informatico FIuoFit (PicoQuant Inc.). Finalmente, los analisis
compartimentales se calcularon con el programa informatico de analisis global TRFA
(Ameloot et al., 1992). Este programa utiliza un analisis de reconvolucion iterativa,

basado en la integral de convolucién:
F(t)=[ 1(t-t")D(t")dt’ (I1.2)

siendo F(t) el decaimiento experimental, I(t) la funcion de decaimiento supuesta o
funcion impulso-respuesta, que representa el decaimiento cuando la muestra se excita
con un pulso dinfinitamente corto, y D(t") el perfil instrumental de la lampara. Como
método de ajuste se empled el andlisis no lineal por minimos cuadrados a través del

algoritmo de Marquardt (1963).
11.2.4.1. Modelo compartimental

El sistema estudiado en esta Memoria se ajusta a un modelo bicompartimental
de la reaccion de transferencia protonica en el estado excitado favorecida por las
especies de un aceptor/dador protonico. A continuacién se describen las

generalidades y teoria de dicho modelo.

La introduccién de un aceptor/dador protonico en el esquema cinético general
de una reaccion de transferencia protonica en el estado excitado supone
transformaciones de considerable importancia en las ecuaciones generales. El empleo
de este modelo compartimental es relativamente reciente, aplicindose por primera
vez al sistema fluoresceina/acido N-acetilaspartico (Crovetto et al., 2004), y
posteriormente al sistema Oregon Green 488/acido acético (Orte et al., 2005a,c). El

esquema cinético general considerado es el que se muestra a continuacion:
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1* 12 2*

hv Koz hv Koz

+ H*

Esquema I1.3. Sistema compartimental para una reaccion ESPT en dos estados promovida
por las especies de un aceptor/dador de protones.

Se considera un sistema intermolecular, dindmico, lineal e independiente del
tiempo, que consiste en dos tipos de especies diferentes en el estado fundamental,

con sus dos correspondientes especies en el estado excitado.

La excitacion con radiacion electromagnética darda lugar a las especies
. * * .
excitadas 1 y 2, las cuales pueden decaer por fluorescencia (F), o por procesos no
radiativos (NR). La constante de velocidad para estos procesos de desactivacion
. - c .
viene dada por K, =K + Ky para la especie i . ky; representa la constante cinética
. . .y . * * + .
de la disociacion unimolecular 1 — 2 + H", mientras que ki es la constante de
. ., * + * P
segundo orden para la asociacion 2° + H* =17, kJ y Kk son las constantes cinéticas
para la transferencia protonica en el estado excitado mediada por las especies del

aceptor/dador protonico. kS es la constante de segundo orden para la reaccion 1"+R

-2 +RH,y kS es la constante de segundo orden para la reaccion inversa 2"+ RH

— 1"+ R. Todas estas constantes kij son positivas. Las formas acida y basica del

aceptor/dador protonico se representan por RH y R respectivamente. Ademas, tal y
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como se muestra en el esquema I1.3 las especies R y RH no afectan el equilibrio del

estado fundamental de las formas del fluoréforo 1y 2.

Si el sistema se excita por un pulso ¢ de luz en el tiempo t = 0, el cual no
altera significativamente las concentraciones de las especies en el estado
fundamental, la evolucion temporal de las concentraciones de las especies excitadas

1"y 2" viene expresada por la ecuacion diferencial de primer orden:
X(t)=Ax(@t) t=0 (I1.3)

X (t) es un vector 2x1, con las concentraciones de las especies del estado excitado 1”

(D) ([11)
(xz(t)j_([f ](t)J .

la derivada temporal del vector de las concentraciones en el estado excitado es X(t).

y 2" en funcion del tiempo:

Por su parte, A es la matriz compartimental 2 x 2:

(IL5)

A:|:_(k01+k21+k281[R]) klz[H+]+lez[RH] }
k21+k281[R] _(koz+k12[H+]+lez[RH]

La funcion impulso-respuesta del decaimiento, f (t), depende de las longitudes
de onda de excitacion (1) y de emision (A1°"), de la concentracion de protones [H]
y de la concentracion total de aceptor/dador protdnico (C™ = [R] + [RH]). Esta

funcién viene dada por (con t >0):
f(t)=xEU exp(t7" U b (IL.6)

en esta expresion U = [U; ,U;] es la matriz de los dos vectores propios U; de la
matriz compartimental A. 1 y j» son los autovalores de A correspondientes a los

autovectores U; y U, respectivamente, de forma que:

exp(t]”):(eh 0 J (I1.7)

0 e72t
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b es el vector 2x1 con los elementos 5, = z—'b donde b; es la concentracion de la
i 1

especie 1" a tiempo cero (b; = xi(0)). Este vector b depende, por lo tanto, de las

caracteristicas de absorcion de las diferentes especies en el estado fundamental, asi
como de las concentraciones iniciales de cada especie, por lo que varia con el valor

de pH. Esta dependencia con el pH vendra dada por la constante de acidez del

fluoroforo en estado fundamental K,. Los elementos b, se calculan a través de la

ecuacion II.8 donde & son los coeficientes de absorcion molar de las especies,
mientras que «; corresponde a la fraccion molar de cada especie.
r led

Ky (IL8)

2.C

de los factores

Por su parte, C es el vector 1 x 2 de elementos C, (A™") =

de emision normalizados a cada longitud de onda de emision, con:

& () =K [ o 2y (A7 )R (IL9)

A/lem

En esta expresion kg es la constante cinética de desactivacion por
fluorescencia de la especie i , A1°" es el intervalo de emision alrededor de A°™ donde
se monitoriza la sefial fluorescente, y p; (A°") es la densidad de emision de i a la
longitud de onda de emision considerada y normalizada con el espectro completo de

. . . . I .
fluorescencia en estado estacionario Fi de la especie i . p (1°") viene dado por

(Ameloot et al., 1991):

()
[F dzm (11.10)

banda completa
de emision

Pi (ﬂ“em):
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Finalmente, x es una constante de proporcionalidad que viene dada por la

expresion:
k=2.b2c (IL11)

Como ya se ha mencionado, la variacion de f(t) con la longitud de onda de
excitacion proviene de b, con la longitud de onda de emisién viene dada por T, y la
variacion con la concentracion de aceptor/dador protonico se produce a través de la
dependencia de los autovalores 71, con [R] y [RH]. El valor de pH afectard a la

funcion impulso-respuesta tanto por la variacion de los parametros de excitacion

b con el valor del pH, como la influencia de [H"] sobre los autovalores de A.

La ecuacion I1.6 supone una ley biexponencial, por lo que puede escribirse de

la forma:
f(t)=pe" + p,e™ (I1.12)

Los autovalores # (i =1, 2) de la matriz compartimental A estan relacionados

con los tiempos de decaimiento 7 (i = 1, 2) segun la expresion:
yi=-1r (I.13)

y vienen dados por:

2
_ a;; +3ay * \/( Ay —ay ) +4a12a21

_ (IL.14)
Vi 5

siendo ajj los elementos de la matriz compartimental A (ecuacion IL.5).

Asi, los factores exponenciales x4, y consecuentemente los tiempos de
decaimiento 7, dependen tanto de las constantes cinéticas de los procesos en el
estado excitado, como del valor de pH y la concentracion total de aceptor/dador
proténico. Por su parte, los factores pre-exponenciales p; son dependientes de las

constantes cinéticas y las caracteristicas de excitacion y emision de cada

decaimiento, por tanto, de b, y C; :
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P, =&(C B, +C,5,) P, =«&(C B, +C,0,) (IL.15)

siendo:

_ [Bl(all +7/2)_623-12]

A (7, =)
B, = _[51(3-11 +71)_52a12]
(7, =7)
(I.16)
B, = _[62(3-11 +72)_Blazl]
(7, =7)
By, = _[Bz(azz +7/1)_61a21]

7, =)

Para llevar a cabo un analisis global compartimental de una superficie de
decaimientos de fluorescencia concreta, los parametros independientes que debe
poseer el decaimiento son: el valor de pH, la concentracion total de aceptor/dador
protonico chuft y su constante de acidez K21 que rige el equilibrio RH S R. Como
ya se citdo anteriormente en el capitulo de Introduccion, el andlisis global
compartimental es un andlisis de un solo paso, que relaciona directamente los
decaimientos de fluorescencia con los parametros intrinsecos en la cinética del

proceso en el estado excitado, las Kkj. Puesto que k es una constante de
proporcionalidad, el uso de b, y C, normalizados permite aprovechar las relaciones

entre decaimientos a la misma longitud de onda de excitacion y valor de pH, por un
lado, y a la misma longitud de onda de emision por otro lado. En la implementacion
del andlisis global compartimental, empleando este modelo cinético, se ajustan
directamente las constantes Koz, Koz, K21, K12, kB, y kBlz, la concentracion normalizada

a tiempo cero de la especie 17, 61 a cada valor de pH y longitud de onda de

o .y , « oy . . * o~ r
excitacion, y el parametro de emision normalizado de la especie 1, C,(A™ ). Asi, en

el esquema I1.4 se muestra la organizacion del ligado de los diferentes parametros a

lo largo de la superficie de decaimientos de fluorescencia completa.
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Finalmente, es también interesante especificar que la relacidon entre los
valores del pK, del estado excitado y las constantes de velocidad de las reacciones
en este estado, K1 y K12, viene dada por la ecuacion 11.17.

k
* _ R
K, = k_ (I1.17)
12

Igualmente, las constantes cinéticas de las reacciones mediadas por las
especies del aceptor/dador de protones se relaciona con el valor del pK," y del pK,™"
del aceptor/dador proténico a través de la ley de accion de masas, resultando la

ecuacion 11.18.

pK, =log(k;) —log(k>) + pK:*" (IL.18)
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At pH, K o (A"
| e, (A7)

By (pH,)
K (")
pH- K & (A
()

Bi(pH,)
K &,
pH, K e (A"
e (A7)

Bi(pH, )
x ¢, (&™)

fon ko2 kiz k2 K12 k2

pHi & 2, (5"
(A7)

B(pH,)
K 2, (A™)
pH: K (")
o (A7)

B(pH,)
X e (A"
pH, K CACHS
2,

BpH,)
K E‘I (A m )

Esquema I1.4. Esquema de ligado de parametros ajustables en un analisis global

compartimental de ESPT.
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I11.1. SINTESIS DE NUEVOS DERIVADOS DE TOKYO GREEN

Debido a que una de las aplicaciones del colorante propuesto en esta Memoria es
su uso como sonda fluorescente intracelular, se busco la presencia en su estructura de
un grupo éster, ya que estos derivados muestran una mayor permeabilidad celular
debido a la proteccion de los grupos hidrofilicos. Ademas, la hidrdlisis de estos grupos
ésteres origina grupos acidos carboxilicos, que pueden ser facilmente modificados para
la obtencion de grupos reactivos especificos de determinados grupos funcionales, como
por ejemplo la obtencion de grupos reactivos de aminas primarias como ésteres de

succinimido.

La sintesis del derivado &cido carboxilico del colorante propuesto y su
modificacién para la obtenciéon del derivado éster succinimido se describen en los

siguientes epigrafes.

I11.1.1 SINTESIS DE TGIII (ACIDO 4-(6-HIDROXI-3-OXO-3H-XANTEN-9-IL)-
3-METIL-BENZOICO)

Siguiendo el esquema III.1, la sintesis del compuesto de interés (4) se llevo a

cabo en tres pasos que se detallan a continuacion:

1°) Sintesis del 3,6-bis-(2-metoxi-etoximetoxi)-xanten- 9-ona (2)

Una disolucion de 3,6-dihidroxi-xanten-9-ona (1) (4.0 g, 17.2 mmol) (disponible
comercialmente) en tetrahidrofurano seco (300 mL) se refrigeré a 4 °C en un bafo de
hielo y se tratd con hidruro de sodio (4.1g, 87.6 mmol). La mezcla se agité durante 30
min y se adicion6 cloruro de 2-metoxietoximetil (10 mL, 87.6 mmol). La disolucién se
mantuvo a 22 °C durante 16 h. A continuacion, se anadié una disolucion acuosa de
acido citrico (200 mL, 1M) seguido de un proceso de extraccion con etilacetato (3x200
mL). La capa orgéanica se elimin6 mediante evaporacion a vacio. Tras la purificacion

por cromatografia en columna de silicagel (0.035-0.070 mm, 60 A) se obtuvo un sélido
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marron claro (4g, 63%), que se corresponde con el compuesto 3,6-bis-(2-metoxi-

etoximetoxi)-xanten- 9-ona.

Datos de RMN 'H: (300 MHz, CDCls): &: 8.03 (d, J=8.8 Hz, 2H), 6.93 (d, J=7.8 Hz,
2H), 6.87 (dd, J=8.4, 5.7 Hz, 2H), 5.24 (s, 4H), 3.71 (m, 4H), 3.45 (m, 4H), 3.23 (s,
6H). (Ver Figura II1.1).

2°) Sintesis del 4-(6-hidroxi-3-oxo-3H-xanten-9-il)-3-metil-benzoico metil éster (3)

A un matraz tipo Schlenk se le adicion6 metil-4-yodo-metilbenzoato (325 mg,
1.18 mmol) y THF seco (10 mL) en atmosfera de argon. Esta disolucion se enfrié a -20
°C, se le adiciona cloruro de isopropil magnesio (0.590 mL, 1.18 mmol) y se agit6 a -20
°C durante 2 h. Se afiadi6 el compuesto 2 (175 mg, 0.39 mmol) y se mantuvo la
reaccion templada a 22 °C durante 16 h. La reaccion se detuvo por adicion de metanol
(10 mL) y el disolvente se elimin6 en el rotavapor. El residuo obtenido se disolvid en
diclorometano (25 mL). Se afiadi6 4cido trifluoroacético (1.0 mL) y la mezcla se agito a
22°C durante 2 h. El disolvente se elimino en el rotavapor y el residuo se purificd por
cromatografia en columna de silicagel (0.035-0.070 mm, 60 A), obteniéndose el
compuesto 4-(6-hidroxi-3-oxo-3H-xanten-9-il)-3-metil-benzoico metil éster (90 mg,

70%).

Datos de RMN 'H: (300 MHz, DMSO-d6): &: 8.07 (s, 1H), 7.99 (dd, J=7.8, 1.8 Hz,
1H), 7.45 (d, J=7.9 Hz, 1H), 6.99 (d, J=9.2 Hz, 2H), 6.82 (d, J=2.0 Hz, 2H), 6.77 (dd,
J=9.1, 2.1 Hz, 2H), 3.91 (s, 3H), 3.71 (m, 4H), 2.02 (s, 3H). (Ver Figura IIIL.2).

3°) Sintesis del acido 4-(6-hidroxi-3-oxo-3H-xanten-9-il)-3-metil-benzoico (4)

Al compuesto (3) (75 mg, 0.2 mmol) en una mezcla de metanol:agua (3:2, 10
mL) se le adicion6 hidroxido de litio en medio acuoso (2.0 mL, 1 M). La disolucién se

agitd durante 1 h cambiando de color rojo a naranja claro. El metanol se elimind
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mediante vacio y el resto de disolucion acuosa se acidificoé con HCl en medio acuoso
(5.0 mL, 1 M). El precipitado que se obtuvo se filtr6 y se secd en rotavapor,
obteniéndose el acido 4-(6-hidroxi-3-oxo-3H-xanten-9-il)-3-metil-benzoico como un

solido rojo (50 mg, 67%).

Datos de RMN 'H: (300 MHz, D,O/NaOD): &: 8.10 (s, 1H), 7.96 (d, J=7.6 Hz, 1H),
6.94 (d, J=7.8 Hz, 1H), 6.60 (d, J=9.2 Hz, 2H), 6.82 (d, J=2.0 Hz, 2H), 6.77 (dd, J=9.1,
2.1 Hz, 2H), 3.91 (s, 3H), 3.71 (m, 4H), 2.02 (s, 3H). (Ver Figura II1.3).

o] O

/Ii\ e MEM-CI, THF NaH |&\ -
Soo! oo,
HO™ > o ™ “oH MEMO™ 7 # OMEM

1 2 (63%)

Y

1) THF, i-PriigCl
CO,Ma

2) CH,Cl,, TFA

CO.H CO.Me
N
ﬂ - LiOH, MeOH U A
s SUELINNG & !
HO™ N HO™ "o g
4 (57%) 3 (70%)

Esquema III.1. Sintesis del acido 4-(6-hidroxi-3-oxo-3H-xanten-9-il)-3-metil-benzoico.
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Figura IIL.1. Espectro de RMN del 3,6-bis-(2-metoxi-etoximetoxi)-xanten- 9-ona (2).
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Figura I11.2. Espectro de RMN del 4-(6-hidroxi-3-oxo-3H-xanten-9-il)-3-metil-benzoico metil
éster (3).
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Figura II1.3. Espectro de RMN del acido 4-(6-hidroxi-3-oxo-3H-xanten-9-il)-3-metil-benzoico
4
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II1.1.2. SINTESIS DEL ESTER DE SUCCINIMIDO DEL TGII (2,5
DIOXOPIRROLIDIN-1-IL-4-(3-HIDROXI-6-OXO-6H-XANTEN-9-IL)-
3-METILBENZOATO)

En un matraz de 10 mL se disolvié 1 equivalente de TGIII (4), 1.1 equivalente
de diciclohexilcarbodimida y 2 equivalentes de N-hidroxisuccinimida en
tetrahidrofurano. Se agitdé durante 4 horas a 23 °C y posteriormente se elimin6 la urea
formada en la reaccion mediante filtracion. La disolucidon se concentrd en rotavapor a
vacio y finalmente se eluyd en una columna cromatografica de silicagel (0.035-0.070
mm, 60 A), con una fase mévil (metanol/diclorometano 1:9) obteniéndose el compuesto
de interés, 2,5-dioxopirrolidin-1-il-4-(3-hidroxi-6-oxo-6H-xanten-9-il)-3-metilbenzoato

(5), como un so6lido naranja con un rendimiento del 45 % (Esquema I11.2.).

Datos de RMN 'H: (300 MHz, CD;0D): &: 8.09 (s, 1H), 8.04 (d, J=8.1 Hz, 1H), 7.31
(d, J=8.1 Hz, 1H), 7.09 (d, 2H), 6.76 (bs, 3H), 6.72 (bs, 1H), 2.74 (s, 4H), 2.13 (s, 3H).

Datos de RMN C: (75 MHz, CD;OD): 173.1, 171.1, 158.1, 154.2, 136.0, 135.3,

131.4,130.9,128.9, 127.0, 122.0, 114.6, 103.4, 25.1, 18.5).
@’4}{:‘

CiH
THF, DCC
LD, e LZTE
HO™ ™% "ry 0 i
O
4 .

Esquema IIL.2. Sintesis del 2,5-dioxopirrolidin-1-il-4-(3-hidroxi-6-oxo-6H-xanten-9-il)-3-
metilbenzoato.
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I11.2. ESTUDIO FOTOFiSICO DE TOKYO GREEN III (TGIII)

I11.2.1. ESPECTROSCOPIA DE ABSORCION Y EQUILIBRIO EN EL ESTADO
FUNDAMENTAL

Como paso previo al estudio de las propiedades fotofisicas del TGIII en
disolucion acuosa, se ha llevado a cabo la caracterizacion de su estado fundamental. De
esta manera, se han estudiado las constantes que definen los equilibrios acido-base
implicados (pK,), asi como los espectros de absorcion de las especies prototropicas
presentes. La adquisicion de los coeficientes de absorcion molar y las constantes de los
equilibrios acido-base es fundamental para el estudio de las reacciones en el estado
excitado, ya que determinan el punto de partida tras la excitacion, y por tanto, influyen
de manera importante en estos procesos dindmicos. Debido a que la aparicion de los
fluoréforos derivados del Tokyo Green (TG) es muy reciente existe muy poca
informacion sobre los datos que la describen. Asi en bibliografia (Mineno et al, 2006)
s6lo se ha publicado el rendimiento cuantico de la especie dianionica del TGIII, por lo
que es importante realizar un estudio detallado de las caracteristicas acido-base en

disolucion acuosa en el estado fundamental.

I11.2.1.1 Descripcion del equilibrio acido-base

Previo al estudio de la reaccion de transferencia proténica en el estado excitado
(ESPT) facilitada por un aceptor/dador protonico entre el monoanién y dianidon de
TGIII, se realizdo un andlisis de esta reaccion en el estado fundamental, al objeto de
calcular, a ciertas longitudes de onda, los valores de los coeficientes de absorcion molar
tanto del monoanion como del dianidn que se necesitaran en el posterior estudio

fotofisico.

Como es conocido, los cambios en los valores de absorbancia que se presentan
cuando se varia el pH son debidos a reacciones de intercambio protdnico en el estado
fundamental. Estos cambios resultan gobernados por los coeficientes de absorcion

molar de las especies en equilibrio a las longitudes de onda estudiadas, y por los valores
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de pK, que definen el mencionado equilibrio en el estado fundamental. A cada longitud

de onda y pH determinados, la absorbancia viene dada por:
A4=C; (Z a,&,)d (11L.1)

donde C7 es la concentracion total del fluoroforo, a; es la fraccion molar de la forma

prototropica i, & el coeficiente de absorcion molar de la especie i, y d es el paso optico.

Debido a la similitud de la estructura quimica del TGIII con la de la fluoresceina
(figura I11.4), podemos afirmar que en disolucidon acuosa este compuesto presenta cuatro
formas prototropicas distintas: cation (C), neutro (N), mononién (M) y dianion (D), y
por tanto, son tres los valores de pK, implicados en estos equilibrios i6nicos. En el
esquema II1.3 se muestran las estructuras quimicas de las cuatro formas prototropicas

del TGIII.

OH
COOH
|
CO0H
T FLUQRESCEINA

Figura II1.4. Estructuras quimicas del TGIII y de la fluoresceina.
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HO

Esquema IIL.3. Estructuras y equilibrios prototropicos considerados para el TGIII.

De acuerdo con la ecuacion III.1 y los equilibrios del esquema IIL.3, las
fracciones molares de cada especie en funcion del valor del pH vienen dadas por las

siguientes expresiones:

+13
o = [HP] (I11.2)
_ K [H'T
v (I11.3)
_ KeKulH] (I1L.4)
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o, = KKk (IIL.5)
P
donde P viene dado por la siguiente ecuacion:
P=[H'P+K [H I +K K [H' 1+ KKK, (111.6)

Debido a que uno de los objetivos de esta Tesis Doctoral es el desarrollo de una
etiqueta fluorescente para biomoléculas, se ha centrado el estudio fotofisico en los
equilibrios presentes a pHs proximos al fisioldgico, ya que son a estos valores de pH
donde posteriormente se usara la mencionada etiqueta fluorescente. Por tanto,
basdndonos en estudios previos de nuestro grupo de investigacion, tanto con
fluoresceina como con otros derivados del Tokyo Green, a los pHs de interés s6lo deben

estar presentes las especies monoanidnica y dianionica (Esquema I11.3).

I11.2.1.2. Determinacion de ep, em y pKa

Basandonos en lo anteriormente expuesto, se ha procedido a determinar el valor
de pK, implicado en el equilibrio acido-base entre la especie monoanidnica y la
dianionica del TGIII, asi como los coeficientes de absorcion molar de ambas especies a

diversas longitudes de onda de interés.

Para el calculo de los valores de los coeficientes de absorcion molar de la
especie monoanidnica y la dianionica del colorante se han realizado espectros de
absorcion de disoluciones acuosas de TGIII, en un amplio intervalo de valores de pH.
Para lograr estos valores de pH se prepararon las distintas disoluciones acuosas
ajustando el valor de pH con disoluciones de NaOH y HClO,, y también mezclando
diferentes cantidades de las especies acidas y basicas de diferentes tampones, con objeto
de mantener un valor de pH estable a diferentes concentraciones de tampon (fosfato 10

mM, 0.4 My 0.8 My Tris 10 mM).
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Figura IIL5. (A) Espectros de absorcion de disoluciones acuosas de 2.73x10° M de TGIII a
pH 4.62, 5.09, 5.81, 6.25, 6.52, 7.05, 7.69, 8.06, 8.58 y 9.08. (B) Espectros de absorcién de
disoluciones de 2.66x10° M de TGIII en 10 mM de tampén fosfato a pH 5.40, 5.62, 6.02,

6.35,7.09, 7.56, 7.91, 8.39, 8.79 y 8.89.

Los espectros de absorcion mostrados en este capitulo se han obtenido siguiendo
la metodologia descrita en el capitulo de Material y Métodos. Como ejemplo, en la
figura II1.5 se muestran los espectros de absorcion de disoluciones de TGIII en agua (A)
y en disoluciones de 10 mM de tampon fosfato (B) a diferentes pHs. A valores de pH

basico se observa un solo maximo de absorcion a 494 nm, mientras que al disminuir el
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valor del pH el maximo de absorcion se desplaza a longitudes de onda mas cortas (480
nm) y aparece otro maximo a 450 nm. En ambas figuras sélo se observa un punto
isosbéstico, lo que implica la existencia de un solo equilibrio en este intervalo de pH,

entre la especie monoanionica y dianidnica.

Se selecciono el intervalo de pH entre 4.5 y 9 como el adecuado para la eleccion
de la superficie A versus pH utilizada en los ajustes que permiten obtener los valores de
los coeficientes de absorcion molar de las especies involucradas en estos equilibrios y el
valor del pK,. Una vez analizados los espectros de la figura III.5, el procedimiento
seguido para la realizacion del ajuste global no lineal por minimos cuadrados estd
basado en el algoritmo de Levenberg-Marquardt. Se parte de la ecuacion general que
proporciona la absorbancia conjunta de las especies involucradas en el equilibrio a

estudiar, en este caso, la forma aniénica y la forma dianidnica:

A=C(a, e, +apey)d (II1.7)

en donde «; representa a las fracciones molares de cada especie, que fueron
anteriormente definidas en las ecuaciones III.4 y II1.5. Dividiendo por la concentracion
total y por el coeficiente de absorciéon molar de la especie dianidnica y haciendo d = 1

cm (paso de luz empleado en las medidas experimentales), se obtiene:

4 g, va, (IIL8)
CTgD gD

Para cada longitud de onda el cociente &, /¢, varia, mientras que las

constantes de los equilibrios acido-base, implicitas en las definiciones de «;, son
comunes para todas las curvas de A versus pH. Con estas consideraciones, la ecuacion

finalmente ajustada es la siguiente:

A R,10777 4107
Crep P

(111.9)
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en donde es la variable dependiente y el pH la variable independiente. Se ha

TgD

denotado por Ry, al cociente ¢,, /&, y P es el polinomio dado por la ecuacion I11.10.

P=10" +107"% (II1.10)

Se realizaron ajustes no lineales por minimos cuadrados de todas las curvas 4
versus pH en el intervalo de longitudes de onda entre 400 y 550 nm. Los parametros de
ajuste fueron pKy (comun a todas las longitudes de onda) y el valor de Ry, (diferente a
cada longitud de onda). El ajuste global no lineal se llevé a cabo utilizando el programa
Origin 7.0, empleandose 400 curvas con 35 puntos cada curva; ya que se ajustaron las
absorbancias cada 5 nm en todo el rango, excepto de 490 a 495 nm que se ajustaron las
absorbancias cada nanémetro, ya que es en el intervalo de las longitudes de onda donde

existe una variacion en el valor de éste.

0.20

0.15 +

0.10

Absorbancia

0.05 +

0.00 . T T —— T T

pH
Figura II1.6. Ajuste no lineal por minimos cuadrados de 4 vs pH en 10 mM de tampoén

fosfato. La absorbancia esta medida a las longitudes de onda de: 470 (m), 480 (@), 490 (A),
500 (), 510 (¢), 520 (=), 530 (»), 540 (®) y 550 (' ) nm.

La figura II1.6 muestra algunos de estos ajustes donde se obtiene la relacion

entre &, /¢,y se determina el valor de pKy del equilibrio dianién-monoanion (pKyy).
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El proceso de ajuste realizado proporciona una aceptable correlacion entre los
parametros obtenidos, en el que el valor de los parametros de dependencia estuvo
siempre por encima de 0.985. Como es conocido, este dato estadistico es muy
importante para descartar efectos de excesiva correlacion entre los pardmetros

recuperados. El coeficiente de regresion de este ajuste simultaneo fue de 0.993.

El ajuste también permitid obtener los espectros de las especies de interés
mediante la representacion de los coeficientes de absorcion molar a cada longitud de

onda (Figura II1.7).

75000

60000

45000 +

e/M cm

30000 °

] ot .
15000 o’ o \

°

' ' ’0§.ooo|

400 450 500 550
A/ nm

Figura IIL7. Coeficientes de absorcion molar de la forma aniénica (e) y dianionica (e) del
TGIII calculados a partir de la ecuacion I11.9.

Como se observa en la figura II1.7, la especie monoaniénica del TGIII presenta
dos méximos de absorciéon a 450 y 480 nm y un valle alrededor de 465 nm. El valor del
coeficiente de absorcion molar de esta especie a 450 nm obtenido del ajuste fue de 25457
+ 300 M cm™. Para la especie dianionica el maximo de absorcion se sitGia a 494 nm y
presenta un coeficiente de absorcién molar de 67439 + 350 M cm™. Cabe destacar la
similitud de ambos espectros de absorcion con las de las mismas especies prototropicas

para la fluoresceina, que presenta un maximo a 437 nm que se corresponde con el

Tesis Doctoral Patricia Lozano Vélez 165



III. Resultados y Discusion

monoanioén, y a 490 nm con el dianidn, y unos coeficientes de absorcion molar de 21800

+100 M em™ y 83600 + 70 M'em™ (Crovetto et al., 2004), respectivamente.

Tabla III.1

Coeficiente de absorcién molar de la especie dianidnica del TGIII, asi como del anién de otros
derivados del Tokyo Green, el TGI y del TGII, y del dianidon y pentaanioén de algunos colorantes
xanténicos (todos ellos equivalentes al dianion) mas utilizados en ensayos biologicos.

(e /M'em™) X 10

TGII TGIIT* Fluoresceina® 0G488>
420 0.15£0.06  0.35+0.01 0.56+0.03 0.30+0.08 0.38+0.10 0.28+0.09
440 0.47£0.05 0.71£0.01 1.03+0.03 0.92+0.08 1.05+0.10 0.70+0.09
470 2.07£0.04  2.73£0.01 2.96+0.09 3.80+0.08 4.10+0.10 2.98+0.09
480 3.65£0.03  4.34+£0.03  4.32+0.09 6.11+0.08 6.48+0.10 4.19+0.09
490 5.24+0.03  6.76+0.03  6.57+0.09 8.28+0.08 8.95+0.10 6.23+0.09

TG-I: Crovetto et al., 2007. TG-11: Paredes et al., 2009.
Fluoresceina: Alvarez-Pez et al., 2001.0G488: Orte et al., 2005. BCECF: Boens et al., 2006.

Tabla II1.2

Coeficiente de absorcion molar de la especie monoanidnica del TGIII, asi como de la forma
neutra de otros derivados del Tokyo Green, el TGI y del TGIL, y del monoanion y tetraanion
(todos ellos equivalentes al monoanidon) de algunos colorantes xanténicos mas utilizados en
ensayos bioldgicos.

(e/M'em™) x 10

TGIII Fluoresceina’ 0G488
420 1.20£0.07  0.88+0.04  1.28+0.04 1.34+0.08 1.46+0.06 1.2140.09
440 1.98+0.08  1.44+0.02  1.97+0.04 2.35+0.08 2.60+0.06  2.00+0.09
470 2.00+£0.08 1.78+0.08 2.43+0.13 3.11+0.08 3.43£0.06  2.93+0.09
480 1.98+0.08 1.87+0.08 2.58+0.13 3.04+0.08 3.26£0.06  3.26+0.09
490 0.70+£0.08 1.31£0.01  1.97+0.12 1.99+0.08 2.29+0.06  2.88+0.09

TG-I: Crovetto et al., 2007. TG-11: Paredes et al., 2009.
Fluoresceina: Alvarez-Pez et al., 2001.0G488: Orte et al., 2005. BCECF: Boens et al., 2006.
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En las tablas III.1 y III.2 se recogen algunos valores de los coeficientes de
absorcion molar a diferentes longitudes de onda de interés para ambas especies,
obtenidas del ajuste anteriormente mencionado. También se han incluido, para su
comparacion, algunos coeficientes de otros derivados Tokyo Green y otros fluoréforos

xanténicos muy usados hoy en dia.

Como se comentd anteriormente, del ajuste de la ecuacion II1.9 a la superficie
A/l(Crep) vs pH también es posible obtener los valores del pKy implicado en el
equilibrio monoanidn-dianion del TGIII. En la tabla I11.3 se recogen los valores de pKwm

recuperados en distintas condiciones, junto con su error asociado.

Tabla I11.3

Valores de pKy recuperados del ajuste global no lineal por minimos cuadrados de la superficie

A versus pH.

TGIII agua 6.20 £ 0.03
TGII 10 mM Tris 6.29 £0.01
TGIII 10 mM fosfato 6.29 £0.02
TGIII 0.4M fosfato 6.20 £0.02
TGIII 0.8M fosfato 6.27 £0.02

TGI 10 mM fosfato (Crovetto et al., 2007) 5.94 £0.06 *
TGII 30 mM fosfato (Paredes et al., 2009) 6.27+0.02 *
TGIII (Mineno et al., 20006) 6.20 *

*datos obtenidos de bibliografia.

I11.2.1.3. Influencia de la fuerza ionica en las constantes de equilibrio.

Puesto que las reacciones acido-base estudiadas para las formas dianion y
monoanioén del TGIII en el estado excitado tienen lugar a concentraciones altas de

disolucion tampon, se realizé un estudio previo de la influencia de la fuerza i6nica en
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las constantes de equilibrio. Crovetto (2003), Orte (2004) y Paredes et al. (2009) han
encontrado que los pK, de distintos compuestos xanténicos como la fluoresceina,
Oregon Green 488 o distintos derivados del Tokyo Green varian ligeramente con la
fuerza i6nica, mientras que en otros derivados como la BCECF esta influencia es alta.
Por esta razon, se ha procedido a realizar un estudio similar con el colorante propuesto

en esta Memoria

Para ello, se registraron los espectros de absorcion en medio acuoso de
disoluciones de 3 x 10° M de TGII en tampon fosfato de concentraciones
comprendidas entre 0.005 y 0.8 M a pH 6 (figura II1.8). Como se puede observar los
espectros de absorcidon no se alteran significativamente en el intervalo de
concentraciones comentado, pudiendo concluir que practicamente no existe influencia
de la fuerza i6nica en el equilibrio dcido-base. La anterior aseveracion se corrobora tras
el anélisis de los datos recogidos en la tabla II1.3, en donde se comprueba que existe una
muy pequefla variacion de los valores de pKjs obtenidos a diferentes condiciones de

fuerza i6nica con diferentes disoluciones tampon.
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Figura IIL8. Espectros de absorcion del TGIII (3x10° M) en tampoén fosfato de
concentraciones comprendidas entre 0.005 y 0.8 M a pH 6.
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I11.2.2. ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

I11.2.2.1. Espectroscopia de Fluorescencia en estado estacionario

I11.2.2.1.1. Caracterizacion de la emision de las especies prototropicas de equilibrio
monoanion-dianion del TGIII

Como se ha demostrado en la seccion anterior, el colorante estudiado en esta
Memoria presenta una importante dependencia de las especies prototrdpicas con el pH
debido a los equilibrios acido — base. Por tanto, en un primer paso, y con objeto de
realizar una descripcion completa de las caracteristicas fotofisicas del fluordforo, se
estudiaron las especies de fluorescencia en estado estacionario de las especies

monoanionica y dianidnica del TGIIIL.

En la figura II1.9, como ejemplo, se muestran los espectros de emision en estado
estacionario correspondientes a disoluciones acuosas de TGIII a diferentes pHs y una
concentracion de fosfato igual a 10 mM. La adicion de tampdn fosfato a tan baja
concentracion nos permite regular facilmente el pH de la disolucion, sin que introduzca
otros efectos como reacciones de transferencia proténica en el estado excitado (4dvarez-
Pez et al., 2001). En la figura II1.9A la longitud de onda de excitacion escogida fue de
440 nm, correspondiente a una excitacion preferente de la forma monoanidnica,
mientras que en la figura II1.9B la longitud de onda de excitacion seleccionada fue de
494 nm, excitando asi preferentemente la forma dianionica. Se debe destacar que
aunque el maximo de absorcion de la especie monoanionica es 450 nm (figura I11.7), la
eleccion de 440 nm como longitud de onda de excitacion se justifica para mantener las
condiciones de excitacion en las posteriores medidas de fluorescencia de tiempo
resuelto, en las que se empleara un laser de 440 nm, ya que la relacion de la excitacion
de las dos especies a ambas longitudes de onda es muy similar. Como se puede

observar, la intensidad de fluorescencia y la forma de los espectros varia con el pH.
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Figura IIL9. Espectros de emision de fluorescencia del TGIII (2.73x10° M) a pH 5.40,
5.62, 6.02, 6.35, 7.09, 7.56, 7.91, 8.39, 8.79 y 8.89 en tampodn fosfatol0 mM. La longitud de
onda de excitacion fue de 440 nm (A) y 494 nm (B).

En la figura II1.10 se muestran los espectros de emision normalizados de las dos
formas ionicas del TGIII. Estos espectros se han obtenido a pH 9.03, en donde solo
existe la forma dianionica, y a pH 4.27, en donde la forma predominante es la
monoanionica. Para ambos pHs la longitud de onda de excitacion se fijo en 440 nm, lo
que implica la excitacion preferentemente del monoanion. Los valores de pH de estas

disoluciones se obtuvieron unicamente con NaOH y HClO, al objeto de evitar la
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presencia de reacciones en el estado excitado. En la Figura I11.10 se puede observar que
la forma monoanidnica presenta un maximo a 515 nm, asi como un hombro a 550 nm.
El espectro de emision de la forma dianidnica muestra un maximo a 515 nm,

presentando este ultimo mas intensidad de fluorescencia que la especie monoanionica.
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Figura II1.10. Espectros de emisién normalizados de las especies (—) monoanion (pH 4.27)
y (-) dianion (pH 9.03) de TGIII, recogidos de disoluciones acuosas de concentracion
2.73x10° M. La longitud de onda de excitacion fue 440 nm para ambos espectros.

Al objeto de evidenciar la reaccion de transferencia protonica en el estado
excitado entre TGIII y el tampdn fosfato, asi como la influencia de la concentracion de
este ultimo en el progreso de la mencionada reaccion, se recogieron los espectros de
fluorescencia en estado estacionario de disoluciones de TGIII 3x10°M vy

concentraciones crecientes de tampon fosfato (entre 0.005 y 0.8 M), a un pH constante

de 6.

La seleccion cuidadosa del pH y de las longitudes de onda de excitacion (A =
420, 440 y 494 nm) es fundamental para el objeto que se persigue. Asi, las longitudes
de onda de 420 y 440 nm excitan preferentemente al monoanién, mientras que la de 494
nm lo hace con la forma dianidénica. En lo que se refiere al valor del pH elegido,
también provoca que en el estado fundamental haya mayor concentracion de la especie

monoanion, ya que el valor del pKy para el equilibrio monoanidn-dianion en el estado
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fundamental es de 6.20 (valor calculado por espectroscopia de absorcion en disolucion
acuosa, tabla IIL.3). Por lo tanto, a pH 6 la relacion entre las concentraciones de las
formas monoanidnica y dianionica en el estado fundamental estd levemente desplazada
hacia una mayor concentracion de la forma monoanidnica. Asi, la fluorescencia en
estado estacionario de las diferentes disoluciones analizadas deberia aumentar con el
incremento de la concentracion de fosfato si realmente se produjese una transferencia

protonica efectiva durante el tiempo de vida del estado excitado.

En la figura III.11 se puede observar el ascenso esperado en la intensidad del
maximo de emision conforme aumenta la concentracion de fosfato. Ademas, se produce
un ligero desplazamiento del mencionado méaximo hacia el rojo y se observa la
desaparicion del pequefio hombro alrededor de 550 nm. Este hecho indica la formacion
del dianién a partir del monoanion, durante el tiempo de vida del estado excitado del

TGIIL

Como era de esperar, se produce una transferencia protonica en el estado
excitado solo cuando hay presente en el medio una concentracion suficiente de dador-
aceptor protonico, cuya velocidad aumenta con el incremento de la concentracion de
fosfato, lo que lleva consigo la generacion, en el estado excitado, de una mayor cantidad
de la forma dianidnica. En efecto, la reaccidon en el estado excitado "borra" las
concentraciones caracteristicas que se originaron inicialmente en el estado excitado, que
derivan de las de partida en el estado fundamental, correspondientes al equilibrio

protonico en este estado y de la excitacion preferente del monoaniéon o dianidn, e

impone las nuevas concentraciones de acuerdo con el pK,, del estado excitado.
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Figura IIL11. Intensidad de fluorescencia de TGIII (3x10°® M) con concentraciones
variables de tampdn fosfato (0.005, 0.01, 0.025, 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8M) todas ellas a
pH 6, recogidas a una longitud de onda de excitacion de 420 (A), 440 (B), y 494 nm (C).
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En la figura III.11 se puede observar también que la transformacion del
monoanion en dianidén no ocurre significativamente a bajas concentraciones de fosfato,
y que el efecto satura cuando la concentracion de fosfato se acerca a 0.8 M. Los
resultados anteriormente expuestos demuestran de forma convincente la existencia de
una reaccion de transferencia protonica entre el monoanion y dianiéon de TGIII en el
estado excitado mediada por la presencia de fosfato, que actia como dador-aceptor

protonico.

Tradicionalmente, las reacciones protonicas en estado excitado se han estudiado
por comparacion de las graficas absorbancia versus pH (figura I11.6), con la de
intensidad de fluorescencia versus pH (Weller, 1961; Schulman et al., 1979; Van der
Donckt, 1970; Weller, 1958). La transicion inducida por el pH que aparece en la grafica
de absorcion se corresponde con las reacciones protonicas en el estado fundamental, y
suceden en una region de valores de pH que viene impuesta por el valor de pK,. Por otra
parte, las transiciones que aparecen en la grafica de intensidad de fluorescencia versus
pH se deben a una combinacion de las reacciones protonicas en el estado fundamental y
en el excitado. Si el valor de pK,* en el estado excitado difiere del correspondiente
valor en estado fundamental, y si la reaccion del estado excitado es suficientemente
rapida para ocurrir durante el tiempo de vida del estado excitado, la representacion de
intensidad de fluorescencia versus pH tendréa una transicion inducida por el pH, afiadida
a las transiciones del estado fundamental observadas en la grafica absorbancia versus

pH.

I11.2.2.1.2. Fluorescencia en estado estacionario en medios con baja concentracion

de dador-aceptor protonico

Al objeto de realizar un andlisis cuantitativo de los resultados descritos en el
anterior epigrafe, a continuacioén se derivara una expresion matematica que relaciona la
intensidad de fluorescencia con el pH, bajo el supuesto de que no se produce la reaccion
en el estado excitado entre el monoanion y el dianion del TGIII, situacion que ocurre a
baja concentracion de tampon fosfato. Para simplificar el modelo, se va a suponer que

para valores de pH > 5 todas las especies neutras y cationes de TGIII (si estuvieran
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presentes) se convierten rapidamente y con el 100 % de eficiencia en monoaniones
excitados, a través de reacciones de transferencia protdnica en el estado excitado. Este
ultimo hecho fue convincentemente demostrado para la fluoresceina en un trabajo
previo (Yguerabide et al., 1994). Asi, la emision sucede exclusivamente desde el
monoanion o el dianion. Con estas suposiciones se puede escribir la siguiente expresion

para la intensidad de fluorescencia, /, de TGIII en disolucion acuosa:
I=CT[ M(occsc+0cN8N+0LM8M)+¢DOLD8D] (IIL.11)

en donde Cr es la concentracion total de fosfato, o es la fraccion de TGIII en la forma
protonada j, €; es el coeficiente de absorcién molar de la forma protonada j de TGIIL, y
dm Y ¢p son las eficiencias relativas de fluorescencia del monoanién y dianion,
respectivamente, a la longitud de onda de emision. El valor de o depende del pH y del
pKwm en el estado fundamental, mientras que los valores de € dependen de la longitud de
onda de excitacion, y los de ¢ de la longitud de onda de emision. En esta ecuacion
también se ha supuesto que las eficiencias de fluorescencia no dependen del pH. La
dependencia de I con el pH se obtiene de la dependencia de «; con el pH, segun las

ecuaciones II1.2-111.5.

Para determinar si la intensidad de fluorescencia frente al pH en presencia de
baja concentracion de fosfato se puede explicar de forma cuantitativa por el modelo de
la ecuacion III.11, se ajustd la mencionada ecuacidn, junto a las ecuaciones I11.2-111.5
que describen la dependencia de o; con el pH, a los datos experimentales de la figura
II1.9. En el citado ajuste se consideraron fijos los valores de &, previamente obtenidos
en la seccion de absorcion (epigrafe 111.2.1) y se dejaron flotantes los de Ky, dm y ¢p. El

coeficiente de correlacion del ajuste fue r* = 0.997.

El valor de la constante de equilibrio obtenido para el mejor ajuste se expone en
la tabla III.4 junto con el de fluoresceina. En la tabla III.5 también se muestran los
valores de los cocientes de los pardmetros espectrales obtenidos en los citados ajustes

en diferentes condiciones.
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Tabla I11.4

Valores de pKy; de TGIII en fosfato 10 mM y de fluoresceina obtenidos mediante fluorescencia
en estado estacionario.

Fluoresceina TGIII

PKMm 6.40* 6.29 £ 0.02

* (Alvarez-Pez et al., 2001)

Tabla IIL.5

Valores de la relacion entre los parametros espectrales de las especies monoanidnica y
dianidnica en diferentes condiciones obtenidos mediante el ajuste de la ecuacion III.11 a los
datos experimentales de la figura I11.9.

Aem (NM) OM/Pp (Aex= 440 nm) OM/Pp (Aex= 494 nm)
515 0.62 +0.07 0.09 £ 0.64
525 0.69 +0.06 0.10+0.59
540 0.97 £ 0.06 0.16 +£0.55
550 1.08 £ 0.06 0.21+0.54

En la figura I11.12 se muestra la grafica de intensidad de fluorescencia versus pH
de disoluciones de TGIII 2.6 x 10° M en presencia de fosfato 10 mM. En la citada
grafica se puede observar una Unica transicion que aparece centrada en una region de
pH alrededor de 6.2, similar a la obtenida en los experimentos de absorcion (Figura
II1.6). La linea continua a través de los puntos experimentales de la figura I11.12 se ha
calculado con la ecuacion III.11 y los valores de los parametros de las tablas 111.4 y
I11.5. Como se puede observar, el ajuste fue excelente, lo que justifica las suposiciones
realizadas sobre la conversion de las especies catidnica y neutra en la monoanidnica,

incluso a baja concentracion de dador/aceptor protonico.
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Figura II1.12. Intensidad de fluorescencia versus pH de disoluciones de TGIII 2.6x 10° M
en tampon fosfato 10 mM. La fluorescencia fue recogida excitando a una longitud de onda
de excitacion de 494 nm (A) y 440 nm (B). Los simbolos representan los puntos
experimentales, siendo las longitudes de onda de emision las siguientes: m (515nm), e
(520nm), A (525nm), V¥ (530nm), ¢ (535nm), (540nm), » (545nm) y e (550nm),
mientras que la linea continua representa la curva calculada con la ecuacion III.11 y con los
parametros recuperados mediante el ajuste.

Por otra parte, el valor obtenido para el pKy mediante espectroscopia de
fluorescencia en estado estacionario (pKyv = 6.29) concuerda muy bien con el obtenido
anteriormente en las mismas condiciones (pKy = 6.29) mediante espectroscopia de
absorcion (ver tabla II1.3). Este resultado demuestra que cuando el dador-aceptor
protonico no se encuentra a una concentracion apropiada no hay ninguna reaccion de

transferencia protonica en el estado excitado.
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111.2.2.1.3. Fluorescencia en estado estacionario en medios con alta concentracion

de dador-aceptor protonico

Al contrario de lo descrito en el epigrafe anterior, en medios con alta
concentracion de dador-aceptor protonico, las graficas de intensidad de fluorescencia
versus pH varian con respecto a la anteriormente mostrada en presencia de bajas
concentraciones de tampon fosfato. En presencia de tampon fosfato 0.4 My 0.8 M
(Figuras III.13 y III.14) se evidencia una transicion ligeramente desplazada hacia
menores valores de pH. Estos resultados concuerdan cualitativamente con la idea de una
reaccion en el estado excitado y con los valores anteriormente encontrados de pK, y
pK.* en fluoresceina (Yguerabide et al. 1994, Alvarez-Pez et al. 2001) y otros Tokyo
Green (Paredes et al., 2010).

La cuantificacion de los efectos observados en la grafica de intensidad de
fluorescencia versus pH en presencia de fosfato 0.4 y 0.8 M permite el célculo del
pK,, de la reaccion, si se supone que ésta es lo suficientemente rapida como para
alcanzar el equilibrio en el tiempo de vida del estado excitado. Bajo estas premisas, la
intensidad de fluorescencia o espectro de emision no dependera de la forma prototropica
preferentemente excitada, debido a la rapida conversion entre ambas formas en el estado
excitado, lo que hace que la relacion entre ambas concentraciones sea esencialmente la
dictada por el valor del pK;, . En esta aproximacion se supone despreciable el efecto de

la fuerza idnica sobre las concentraciones de las dos especies ionicas acopladas.

Para el modelo anterior y con la suposicion de que todas las especies neutras y
cationes se convierten totalmente en monoaniones mediante reacciones en el estado
excitado, se puede escribir la siguiente ecuacion, derivada de las leyes espectroscopicas

de absorcidn y emision, y de la teoria simple del equilibrio:

I=4 x[ Pu + P j (111.12)

1+10(PH—PKM) 1+10(PKM—PH)
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en donde / es la intensidad de fluorescencia a una A" determinada, 4 es la absorbancia
a la longitud de onda de excitacion, ds y ¢@p son las eficiencias relativas de
fluorescencia del monoanion y dianion, respectivamente a la ™" escogida, y pK;, es el

pK, de la reaccion en el estado excitado M SD +H".

Para determinar si la intensidad de fluorescencia versus pH en presencia de
tampon fosfato 0.4 y 0.8 M se puede explicar de forma cuantitativa por el modelo de la
ecuacion II1.12, se ajustd la mencionada ecuacion a los datos experimentales de las
figuras III.13 y III.14 mediante un algoritmo no lineal de minimos cuadrados. En el

citado ajuste se consideraron fijos los valores de ¢n y ¢p previamente obtenidos (Tabla

I11.5) y se dejé flotante solo el del pK,, . La Tabla II1.6 muestra los valores obtenidos

de pK,, del TGIII en tampén fosfato 0.8 M y 0.4 M.

La bondad del ajuste, asi como los resultados obtenidos, demuestran que la
reaccion de transferencia protdnica es lo suficientemente rapida como para ocurrir

durante el tiempo de vida del estado excitado.

If /u.a.

Figura I11.13. Intensidad de fluorescencia (A" = 494 nm) versus pH, para disoluciones acuosas
de TGIII 3x 10°M en tampén fosfato 0.4 M. Las lineas continuas representan el mejor ajuste
de la ecuacion 111.12 a los datos experimentales, siendo las longitudes de onda de emision las
siguientes: m (515nm), e (520nm), A (525nm), V¥V (530nm), ¢ (535nm), (540nm), b
(545nm) y e (550nm).
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Figura I11.14. Intensidad de fluorescencia (o™ = 494 nm) versus pH, para disoluciones acuosas
de TGIII 3x10°M en tampén fosfato 0.8 M. Las lineas continuas representan el mejor ajuste
de la ecuacion I11.12 a los datos experimentales, siendo las longitudes de onda de emision las
siguientes: m (515nm), ® (520nm), A (525nm), ¥V (530nm), ¢ (535nm), (540nm), »
(545nm) y e (550nm).

Tabla II1.6

pK;, del TGIIl y coeficiente de correlacion del ajuste.

Fosfato 0.4 M ‘ Fosfato 0.8 M
. 6.08 +0.03 6.13 £0.01
PKy, 5 5
(*=0.991) (*=0.999)

I11.2.2.2. Espectroscopia de Fluorescencia con resolucion temporal

En la seccion de Introduccion ya se menciono la importancia de la fluorimetria
con resolucion temporal, y en concreto, la técnica TCSPC para resolver cinéticas de
procesos en el estado excitado. Por otra parte, y como se ha establecido en los apartados
anteriores, en el intervalo de valores de pH en donde coexisten en equilibrio (en el
estado fundamental) las especies monoaniénica y dianidonica del TGIII se puede

promover la reaccion de transferencia protonica en el estado excitado entre las
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mencionadas especies mediante la adicion de un aceptor/dador protéonico adecuado. Por

el contrario, la citada reaccion no tiene lugar en ausencia del mencionado aceptor/dador.

Para las medidas de fluorescencia de resolucion temporal se recogieron los
decaimientos de fluorescencia a dos longitudes de onda de excitacion, 440 y 470 nm, y
cuatro longitudes de onda de emision, 515, 525, 540 y 550 nm. Los decaimientos de
fluorescencia se recogieron con disoluciones de TGIII en diferentes condiciones: en
ausencia de tampodn, a baja y alta concentracion de tampén fosfato, y a diferentes

valores de pH.

I11.2.2.2.1. Sistema bicompartimental M" S D" del TGIII en ausencia de tampon

Con el objeto de conocer la cinética del TGIII, se recogieron los decaimientos de
fluorescencia de disoluciones acuosas de TGIII (2.73x10° M) en un amplio intervalo
de pHs en ausencia de aceptor/dador proténico. En ausencia de tampdén los
decaimientos de fluorescencia del TGIII fueron biexponenciales en el intervalo de pH
comprendido entre 5.09 y 6.52, con tiempos de vida independientes del pH y de las
longitudes de onda de excitacion y de emision, como se puede comprobar en la figura
II1.15. Ademas, los factores pre-exponenciales o fueron positivos en todos los casos
(ver tabla II1.7). Dado que en ausencia de reaccion de transferencia protonica en el
estado excitado las formas prototropicas del TGIII no estan acopladas, la emision de
fluorescencia de cada una de las especies debe decaer independientemente una de la
otra, tal como se observa en los experimentos realizados. Por lo tanto, los tiempos de
vida calculados corresponden a las formas excitadas del monoanién y dianion. Los
valores experimentales para estos tiempos de vida calculados en los analisis globales de
los decaimientos de fluorescencia a diferentes valores de pH y longitudes de onda de

emision en ausencia de tampon fosfato fueron 7; =2.98 £ 0.21 nsy 7, =3.80 £ 0.10 ns.

Se debe resaltar que a valores de pH mayores de 6.52 los decaimientos de
fluorescencia se ajustaron a una funcidn monoexponencial con un valor de 7 alrededor
de 3.8 ns (tabla III.7). Esto es debido a que cuando el pH es mucho mayor que el valor
del pKy del TGII calculado en ausencia de tampdn, 6.20 (ver tabla II1.3), la

concentracion de monoanion comienza a hacerse insignificante y no llega a detectarse

Tesis Doctoral Patricia Lozano Vélez 181



III. Resultados y Discusion

su fluorescencia. Por lo tanto, el tiempo de vida de 3.8 ns se atribuye a la forma

dianionica del TGIII. Asi, se puede obtener el valor de ky, o constante de decaimiento
del diani6n a partir de la conocida expresion 7, = 1/ kg, de la que se obtiene un valor
para ko de 2.63 x 10%s™. El tiempo de vida corto obtenido en el intervalo de pH entre 5
y 6.52 debe corresponder, por lo tanto, al tiempo de vida de la forma monoanidnica.
Ese tiempo de vida, rlo , corresponde a la inversa de la suma de las constantes ky; + k2.

Por lo tanto, se obtuvo un valor de ky; + k»; de 3.36 x 108 7! (ver figura III.17 en pagina

185).
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Figura IIL.15. Decaimientos, residuales y funciones de autocorrelacion de disoluciones
acuosas de TGIII (2.73x 10°M) a pH 5.09 (A) y pH 8.06 (B). Ambos decaimientos fueron
recogidos a Aex =470 nm y A, = 550 nm.

En la figura III.15 se muestra como ejemplo dos decaimientos recogidos de
disoluciones de TGIII en agua a valores de pH por debajo y por encima del valor del
pKym. También se muestran los residuales y las funciones de autocorrelacion locales de

cada decaimiento individual, obtenidos respecto a la mejor funcién de ajuste. En
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adicion, en la tabla II1.7 se retinen los valores de los tiempos de vida y los factores pre-
exponenciales normalizados obtenidos en los ajustes globales de los decaimientos de
fluorescencia del TGIII en disoluciones acuosas (en ausencia de tampon) recogidos a

diferentes valores de pH y una longitud de onda de emisién de 515 nm.

Tabla II1.7

Resultados de los analisis globales de los decaimientos de fluorescencia de disoluciones acuosas
de TGIII (2.73 x 10°M) en ausencia de un aceptor/dador protonico a diferentes valores de pH.
Se muestra el valor de los tiempos de vida y de los parametros pre-exponenciales normalizados
obtenidos a 470 nm como longitud de onda de excitaciéon y 515 nm como longitud de onda de
emision.

pH  w@m)  w n@s) a2
5.09 3.08 0.49338 3.82 0.50662
5.81 3.12 0.21452 3.79 0.78548
6.25 3.11 0.15232 3.87 0.84768
6.52 3.16 0.03311 3.84 0.96689
7.09 - . 3.89 1
7.69 - . 3.88 1
8.06 - . 3.84 1
8.58 - . 3.85 1
9.08 - 3.82 1

Una evidencia adicional para la asignacion de estos tiempos de vida a las
mencionadas formas del TGIII se puede obtener a partir de la dependencia de los
factores pre-exponeciales «; y a; con el pH. La mencionada dependencia se muestra en
la figura III.16. A valores de pH menores que el pKy la concentracion de monoanion
debe ser predominante, mientras que el incremento del pH aumentara la concentracion
de dianion. Dado que en la representacion de la figura I11.16 las longitudes de onda de
excitacion y emision son fijas, el valor de los factores pre-exponenciales normalizados
es proporcional a la concentracion relativa de ambas formas. Asi, los valores mas altos

de pH favorecen la formacion de dianion, mientras que a valores bajos de pH hay mayor
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cantidad relativa de monoanion. En la citada figura II1.16 se puede observar que la
tendencia obtenida en los valores experimentales de los factores pre-exponenciales
obedece a las anteriores consideraciones. Como consecuencia, el pre-exponencial
normalizado a»/(a;+ ;) se debe asignar al dianidon y el pre-exponencial normalizado

ay/(a;+a;) debe asignarse al monoanion.
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Figura II1.16. Factores pre-exponenciales normalizados versus pH. (®) corresponde a los pre-
exponenciales de t; y (m) a los de 1,. Los valores experimentales se obtuvieron mediante
analisis global biexponencial de los decaimientos de disoluciones de TGIII (2.73x 10°M) en
ausencia de tampon fosfato. La longitud de onda de excitacion fue 470 nm y la de emision 515
nm.

I11.2.2.2.2. Sistema bicompartimental M" S D' del TGII en presencia de altas

concentraciones de tampon fosfato

Con la adicion de un aceptor/dador protonico adecuado, como es el tampon
fosfato, se promociona la reaccion de transferencia protonica en el estado excitado
(ESPT) (Alvarez-Pez et al. 2001). Si esta reaccion se hace mas rapida que los tiempos
de fluorescencia del colorante se modifica la proporcidn de las especies prototropicas en
el estado excitado, y por tanto, se obtienen cambios en los tiempos de vida de
fluorescencia dependientes del pH. El modelo cinético de reaccion en dos estados

excitados se muestra en la figura I11.17.
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Figura II1.17. Modelo cinético de la reaccion de transferencia protonica en estado estacionario
y estado excitado entre TGIII y el i6n fosfato.

En este modelo, las especies 1 y 2 son respectivamente el monoanion y dianion
de TGIII en el estado fundamental; 1* y 2* son las especies correspondientes en el

estado excitado; mientras que las formas prototropicas del tampdén son las formas

H,PO, y HPO,”.

Para el estudio del sistema bicompartimental en presencia de altas
concentraciones de tampon fosfato se prepararon disoluciones a un valor constante de
pH y un intervalo de concentraciones de tampon fosfato entre 0.005 y 0.8 M. Ademas,
también se recogieron los decaimientos de fluorescencia de disoluciones de TGIII a
diferentes pHs y altas concentraciones de tampon fosfato (0.4 y 0.8 M). Como en el
caso de disoluciones en ausencia de tampon fosfato, todos los decaimientos de
fluorescencia recogidos en presencia de altas concentraciones de tampon fueron
biexponenciales en el intervalo de pH entre 4 y 7, con tiempos de vida independientes
de las longitudes de onda de excitacion y de emision (Ver tablas III.8-II1.10). Sin

embargo, al contrario de lo que sucedid en ausencia de fosfato, los dos tiempos de vida
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resultaron dependientes del pH y los factores pre-exponenciales correspondientes al
tiempo de vida corto fueron negativos. Por tanto, estos resultados confirman la hipotesis

de que existe un intercambio protdnico entre el TGIII y el fosfato en el estado excitado.

Para la obtencién de los factores pre-exponenciales o; y a», y de los tiempos de
vida 77 y 7 en estas condiciones, se analizaron los decaimientos temporales
experimentales de la fluorescencia mediante andlisis global biexponencial de las trazas

fluorescentes obtenidas al mismo pH, ligando los tiempos de vida (ecuacién II1.13).

t t

F G ) =ae ™ +aye (IIL.13)

A modo de ejemplo, en las figuras III.18 y III.19 se muestran algunos
decaimientos recogidos de disoluciones de TGIII en tampon fosfato 0.4 y 0.8 M, a
diferentes valores de pH. Como en los casos anteriores en ausencia de tampodn, estos
decaimientos han sido analizados globalmente, ligando los tiempos de vida y los pre-
exponenciales. También se muestran los residuales y las funciones de autocorrelacion
locales de cada decaimiento individual, obtenidos respecto a la mejor funcion de ajuste.
Como se puede observar, los residuales y las funciones de autocorrelacion estan

distribuidos al azar, alrededor del valor cero, lo que indica un excelente ajuste.

Asimismo, las tablas II1.8 y II1.9 muestran algunos ejemplos de los valores de
los tiempos de vida y los factores pre-exponenciales obtenidos en los ajustes globales de
decaimientos de fluorescencia del TGIII en presencia de 0.4 y 0.8 M de tampon fosfato
a diferentes valores de pH. En la tabla II1.10 se muestran los resultados obtenidos en los
ajustes globales de los decaimientos del colorante en disoluciones a pH 6 y diferentes

concentraciones de tampon fosfato.
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Figura II1.18. Decaimientos, residuales y funciones de autocorrelacion de TGIII (2.3 x 10 M)
en tampon fosfato 0.4 M a pH 5.04 (A) y 8.37 (B). Ambos decaimientos fueron recogidos a A=

470 nm y A= 550 nm.
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Figura IIL.19. Decaimientos, residuales y funciones de autocorrelacion de TGIII (2.3x 10° M) en

tampon fosfato 0.8 M a pH 5.14 (A) y 7.58 (B). Ambos decaimientos fueron recogidos a A =470
nmy Aen= 550 nm.
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Tabla II1.8

Resultados de los andlisis globales de los decaimientos de fluorescencia de disoluciones de
TGIII (2.3x10°M) en presencia de altas concentraciones de un aceptor/dador proténico a
diferentes valores de pH (A.x = 440 nm). Se indican los valores de los tiempos de vida, de los
parametros pre-exponenciales normalizados obtenidos a diferentes longitudes de onda de

emision (515, 525, 540 y 550 nm) y del parametro ;(2 reducido.

[Fosfatol (M) pH 7, (ns)

-0.171 0.829
-0.078 0.922

5.04 3.06 0239 3.44 0761 1.112
0.314 0.686
-0.194 0.806
-0.164 0.136

0.4 6.11 242 0,041 3.72 0.959 1.424
0.029 0.971
-0.113 0.887
-0.105 0.895

7.20 1.41 0.423 3.87 0.577 1.114
-0.052 0.948
-0.276 0.724
-0.243 0.757

5.14 2.46 0.116 3.55 0.884 1.143
-0.041 0.959
-0.237 0.763
-0.218 0.782

0.8 6.23 1.44 0.141 3.80 0.859 1.242
-0.099 0.901
-0.092 0.908
-0.089 0.911

7.29 0.97 0.071 3.81 0.929 1.090
-0.061 0.939
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Tabla II1.9

Resultados de los analisis globales de los decaimientos de fluorescencia de disoluciones de
TGIII (2.3x10°M) en presencia de altas concentraciones de un aceptor/dador protonico a
diferentes valores de pH (Aex = 470 nm). Se indican los valores de los tiempos de vida, de los
parametros pre-exponenciales normalizados obtenidos a diferentes longitudes de onda de

emision (515, 525, 540 y 550 nm) y del parametro g reducido.

[Fosfato] (M) pH T, (ns)

0.092 0.908
0.176 0.824
5.04 2.97 0338 3.56 0.662 1.201
0.399 0.601
-0.113 0.887
-0.091 0.909
0.4 6.11 1.78 0011 3.77 0,988 1.151
0.019 0.981
-0.056 0.944
-0.044 0.956
7.20 0.56 0.051 3.89 0.949 1.188
-0.032 0.968
-0.185 0.815
-0.140 0.860
5.14 2.24 0.041 3.52 0.959 1.217
0.015 0.985
-0.125 0.875
-0.115 0.885
0.8 6.23 1.24 0.069 3.77 0931 1.283
-0.036 0.964
-0.154 0.846
-0.216 0.784
7.29 0.20 0147 3.84 0.853 1.186
-0.106 0.894
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Tabla II1.10

Resultados de los analisis globales de los decaimientos de fluorescencia de disoluciones de
TGIII (3% 10°M) en presencia de diferentes concentraciones de tampon fosfato a pH 6 (Aex =
470 nm). Se indican los valores de los tiempos de vida, de los parametros pre-exponenciales
normalizados obtenidos a diferentes longitudes de onda de emision (515, 525, 540 y 550 nm) y

del parametro ;(2 reducido.

[Fosfato] (M) T (ns) \ ol T, (nS) o xz global

0.292 0.708
0.316 0.684

0.005 3.17 0428 3.94 0.572 1.134
0.471 0.529
0.280 0.720
0.312 0.688

0.01 3.19 0422 3.96 0.578 1.225
0.453 0.547
0.190 0.810
0.204 0.796

0.025 3.06 0301 3.94 0.699 1.176
0.325 0.675
0.053 0.947
0.081 0.919

0.05 2.99 0166 3.86 0.834 1.192
0.205 0.795
0.084 0.916
0.107 0.893

0.1 2.79 0172 3.89 0.828 1.206
0.206 0.794
0.065 0.935
0.144 0.856

0.2 2.54 0172 3.81 088 1.123
0.173 0.827
-0.061 0.939
-0.020 0.982

0.3 2.42 0.007 3.79 0.993 1.112
-0.068 0.932
-0.065 0.934
-0.031 0.969

0.4 2.17 0.069 3.77 0931 1.187
-0.135 0.865
-0.119 0.881
-0.193 0.807

0.5 1.99 0.082 3.77 0918 1.203
-0.113 0.887
-0.136 0.864
-0.125 0.875

0.6 1.71 0.066 3.76 0.933 1.121
-0.050 0.950
-0.145 0.855
-0.135 0.865

0.8 1.36 0.082 3.72 0918 1.14
-0.065 0.935
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I11.2.3. ANALISIS GLOBAL COMPARTIMENTAL DEL SISTEMA TGIII EN
PRESENCIA DE TAMPON FOSFATO

Como se ha comentado anteriormente, los experimentos de fluorescencia en
estado estacionario de TGIII en presencia de diferentes concentraciones de tampon
fosfato, en los que se produce un aumento en la intensidad de fluorescencia con la
adicion del tampon, sugirieron la presencia de una reaccion de transferencia protonica
en estado excitado facilitada por las especies del mencionado tampdn, y que parece
corresponder a un modelo de reaccion en dos estados excitados como el que se muestra

en la figura II1.17.

El andlisis global compartimental (GCA) de la superficie de los decaimientos
fluorescentes de las especies involucradas en el proceso de transferencia proténica del
estado excitado en presencia de un dador-aceptor protonico ha sido implementado por
nuestro grupo (Crovetto et al., 2004) basandose en el programa general de analisis
global ya existente, empleando el algoritmo de Marquardt (Marquardt, 1963). En el
citado andlisis, cualquiera de los parametros variables puede mantenerse fijo durante el

ajuste o dejarse flotar libremente, de manera que ajusten al valor dptimo.

Como se ha descrito en el capitulo de Material y Métodos, si el sistema cinético
es correcto, la aplicacion del andlisis global compartimental a la superficie de
decaimientos de fluorescencia en funcién del pH, concentracion de buffer C*7, y
longitudes de onda de excitacion y emision permite la obtencion de las constantes

cinéticas de las reacciones en estado excitado (k,;, k2 ]B v ki gB ), las constantes de emision

de fluorescencia de cada especie (ky; v ki2), y los parametros de excitacion (5 )y de
emision (¢ ). El anélisis permitird obtener valores Uinicos de los pardmetros de ajuste
siempre y cuando la superficie de decaimientos cumpla las condiciones de
identificabilidad del sistema. Estas son al menos dos valores de pH diferentes y dos
concentraciones de tampon distintas. Por esta razon, y para intentar conseguir alcanzar
un sistema compartimental identificable, se ha ampliado la superficie de decaimientos
de fluorescencia introducida en el analisis global compartimental en presencia de las
especies de un aceptor/dador de protones con los decaimientos adquiridos en ausencia

de tampon. Es importante destacar que, en las condiciones propuestas para este analisis
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global compartimental, se cumplen las premisas que permiten alcanzar Ila
identificabilidad global para el sistema (Boens et al., 2004), explicadas en el apartado
1.4.4 (en condiciones tales en las que pueda considerarse despreciable la reprotonacion

en el estado excitado, k,/H"]~0). Aunque se han empleado diferentes

concentraciones de tampon, los decaimientos en ausencia del mismo dan la posibilidad
de disponer de forma separada de los valores de ky,, en decaimientos a valores de pH
muy basicos, y de ky; + k2; en decaimientos biexponenciales lo que permite llegar a

valores Unicos en términos de constantes cinéticas k. Por otro lado, las condiciones de

identificabilidad para b y ¢ no se alcanzan estrictamente ya que los decaimientos en

ausencia de tampdn no se encuentran al mismo valor de pH que los decaimientos con

aceptor/dador protdnico. Sin embargo, los valores teodricos de b son accesibles a través

de los resultados absorciométricos obtenidos en la seccion II1.2.1. Consecuentemente, si

los valores de b son conocidos, los de ¢ quedaran determinados, y tendran valores

anicos.

La superficie de decaimientos de fluorescencia que se analizd en esta seccion
mediante el analisis global compartimental es la unificacion de las dos superficies
tratadas en las secciones 111.2.2.2.1 y II1.2.2.2.2. De esta forma se juntan, como primer
paso en un mismo analisis, los decaimientos de fluorescencia de disoluciones acuosas
de TGIII recogidos en ausencia de tampoén fosfato y en presencia de distintas
concentraciones de tampon fosfato (0.4 y 0.8 M). Ademas, se incluyeron decaimientos
de fluorescencia recogidos a un valor de pH fijo y diferentes concentraciones de tampon

fosfato (0.005-0.8 M).

Es conocido que para una buena obtencion de todos los parametros es necesario
que los decaimientos utilizados en el andlisis tengan un evidente caracter biexponencial
y que los tiempos de decaimiento varien considerablemente en funcion del valor de pH
y de la concentracion de tampon (Boens et al., 2004), por tanto se eliminaron del
analisis aquellos decaimientos de naturaleza monoexponencial. Para dicho analisis se
escogieron un total de 74 decaimientos biexponenciales de la superficie de decaimientos
de fluorescencia explicada anteriormente, con excitacion a dos longitudes de onda (A**
=470 y 440 nm) y con emision a cuatro longitudes de onda (A" = 515, 525, 540 y 550

nm).
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At pH, K A"
| e AT
b (pH,) .
K (A
pH, K
fy(pH, )
K - em
(AT
pH., K
hipH,)
K 2, (A"
kon koa ki2 k2 L k'
pH M, =«
K T A™)
M, *
by (pH)
K CUA™)
M, «
K (A"

Esquema I11.4. Esquema de parametros ligados en el analisis global compartimental para los
decaimientos recogidos a i longitudes de onda de emision y j longitudes de onda de excitacion.
Los parametros recuadrados con el mismo color indican que han sido ligados, mientras que k
representa los factores locales escalados.
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Los parametros ky;, ko2, k21, ké, kﬁ , I;Iy ¢, se ligaron segun el esquema II1.4,
es decir, se ligaron para toda la superficie de decaimientos las constantes de velocidad
ko: y k;, mientras que las constantes k., y k2 se ligaron en aquellos decaimientos que se
realizaron en presencia de tampon fosfato y se mantuvieron fijos con valor cero, en
aquellos decaimientos obtenidos en ausencia de tampon fosfato. La bondad de los
ajustes se comprobd a través del valor de y* como indicador numérico. Como
indicadores graficos, ademas de la adecuacion visual de la funcion de ajuste al
decaimiento, se utilizaron la representacion de los residuales y la funcion de

autocorrelacion.

Todos los resultados de los valores de las constantes de velocidad obtenidos
mediante la aplicaciéon de la metodologia del andlisis global compartimental de la
superficie de los decaimientos fluorescentes de TGIII medidos en funcion del pH, A*" y
L% se muestran en la tabla III.11. El valor de kj; se mantuvo fijo a cero durante el
ajuste, ya que al ir multiplicado por [H'], a los pH utilizados en estos experimentos su

valor no influye en la reaccion.

Tabla II1.11

Valores para las constantes de velocidad k;; obtenidas en el analisis global compartimental

kij
ko (s™) x107 0.309 + 0.004
ko (s) x107 0.258 + 0.001
ki,(M™s1) x107 0*
ko1 (s) x 107 0.001 +0.001
kKnp,(M's!) x107 0.139+0.012
k' M's!) x107 2.74+0.11

* Se mantuvo constante durante el ajuste

Los valores estimados mediante andlisis global compartimental para los

parametros ko; = 3.09 x 108 s'l, koo = 2.58 x 10% s y ko = 1.07 x107 s estan en
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perfecta concordancia con los resultados obtenidos anteriormente en el caso de TGIII en

ausencia de tampon fosfato (ver apartado 111.2.2.2.1.).

4.0

A

Tps 1:2/ ns

T, / ns
W
1

: : : :
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8
C/'M

Figura II1.20. (A) Dependencia del tiempo de decaimiento T, y T, con el valor del pH y de la
concentracion de tampodn fosfato: t,: (x) 0 M, (+) 0.4 My (V) 0.8 M; 1,: (@) 0 M, (M) 0.4
My (V) 0.8 M. (B) Dependencia de los tiempos de vida t; (®) y 1, (®) versus distintas
concentraciones de fosfato a pH 6.0. En ambas figuras los tiempos de decaimientos
representados por las lineas curvas se han calculado con las ecuaciones 11.14 y I1.15 usando
las constantes de velocidad de la tabla III.11 obtenidas del analisis global compartimental; y
los puntos corresponden a los tiempos de vida recuperados a través de los andlisis globales
de los correspondientes decaimientos de fluorescencia.
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Para comprobar la validez de las constantes de velocidad calculadas, se
simularon los tiempos de decaimiento z; y 7, usando los valores de las constantes
obtenidas por el analisis global compartimental mostradas en la tabla III.11, en funcion
de la concentraciéon de tampon y valores de pH (curvas en la figura I11.20). Estos
tiempos se compararon con los tiempos de decaimiento experimentales recuperados a
través de los andlisis globales exponenciales de los correspondientes decaimientos de
fluorescencia (puntos en la figura I11.20). La excelente concordancia entre los tiempos
de decaimiento simulados y los calculados mediante los ajustes de los decaimientos

experimentales del TGIII se puede observar en la figura II1.20.

De otra parte, del andlisis global compartimental también se obtuvieron los

valores de los parametros espectrales de excitacion b, (Tabla II1.12). Como se observa

en el esquema I11.4, el factor l:l se ligd en todos los experimentos con igual A y pH, ya

que depende de estas condiciones experimentales.

Tabla I11.12

Valores para los parametros espectrales 51 a diferentes longitudes de onda de excitacion
calculados mediante el analisis global compartimental.

A% (nm)

6 440 0.965 + 0.082
7.58 440 0.262 £ 0.025
7.79 440 0.175+0.019
5.49 470 0.743 £ 0.026
5.88 470 0.461 £ 0.036
6.73 470 0.180 £ 0.018
6.91 470 0.152 £ 0.016
7.20 470 0.121 £ 0.012
7.29 470 (8.09 £0.89)x 10™
7.79 470 0.057 £ 0.007
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El analisis de dichos datos en lo que se refiere a la dependencia de

l:l(ﬂf", pH)con el pH mostrd los resultados esperados, ya que el incremento del pH

hace aumentar la concentracion de dianion y por lo tanto 51 (A7, pH) disminuye.

Una evidencia cuantitativa mas se puede obtener teniendo en cuenta que los
valores de l;] son funciones de ¢,, y de ¢, a la longitud de onda de excitacion, asi
como de las concentraciones de monoanién y dianién en el estado fundamental. Ya que
esas concentraciones son, a su vez, funcion del pH y de la constante de disociacion en el
estado fundamental de TGIII, se puede definir:

8 +
;;[H ]

(%[H+]+ KMJ

¢p

b (A, pH) = (111.14)

El ajuste de la ecuacion anterior mediante regresion no lineal por minimos
cuadrados a los datos de Z;I que figuran en la tabla III.12 proporciona como resultado
valores de ¢&,, /¢, . Estos valores que se indican en la tabla III.13 son concordantes con

los obtenidos anteriormente por espectroscopia de absorcion y que se recogen en las

tablas II1.1 y II1.2.

Tabla 111.13

Valores para los parametros espectrales €y / €p calculados con diferentes métodos.

A (nm) aw/ ép awl &
(compartimental) (absorcion)
440 1.91 + 0.20 1.91 = 0.09
470 0.82 = 0.24 0.82 = 0.07

Igualmente, en el esquema I11.4 se muestra que ¢, , que depende de A", se ligd a

cada valor de A*". La tabla III.14 muestra los valores de los parametros ¢, obtenidos
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~

mediante analisis global compartimental. La dependencia de ¢, (") con A"" se puede

explicar a partir de los espectros de fluorescencia en estado estacionario de la figura
II1.10. Asi, a mayores longitudes de onda, existe relativamente mas emision originada
por el monoanién que a las longitudes de onda mas cortas, lo que origina mayores

valores de 2, (™).

Tabla I11.14

Valores para los parametros espectrales ¢, calculados con la longitud de onda de emision de
515, 525, 540 y 550 nm.

A" (nm) ¢, (A™)

515 0.269 £ 0.034
525 0.285+0.031
540 0.354 £0.037
550 0.377£0.015

Tesis Doctoral Patricia Lozano Vélez 199



II1. Resultados y Discusion

I11.3. APLICACION COMO ETIQUETA FLUORESCENTE DE ADN

I1.3.1. ETIQUETADO DE ACIDOS NUCLEICOS CON EL DERIVADO
SUCCINIMIDO DEL TGIII

I11.3.1.1. Transaminacion de acidos nucléicos

Entre los variados procedimientos de modificacion de 4cidos nucléicos para
posteriormente etiquetarlos con diversos fluoroéforos de interés se ha escogido el de la
transminacion, descrito en Material y Métodos (apartado I1.2.1.1) La introduccion de
grupos aminos en los acidos nucléicos implica una sencilla reaccion, aplicable a todo
tipo de 4cidos nucléicos y a distintos fluordéforos y que utiliza reactivos e

instrumentacion economicos. La figura II1.21 muestra un esquema general de la

modificacion.
NH NH(CH,),NH.
2)2 2
NH,
N7 - 2
A | N \ NaHSO30H N |
Z H0 )\
I o
R R

Figura II1.21. Esquema general de la reaccion utilizada en la modificacion de acidos nucléicos
que contienen restos citosina para generar derivados transaminados.

Draper (1984) comprobd que se podia modificar el 95% de poli(C) en
poli(aminoetil-C) después de someterlo a reaccion durante 3 horas a 42 °C con
etilendiamina 3 M y bisulfito sddico 2.5 M a pH 5.5. La extension de la modificacion
depende fuertemente del pH, y asi a pH <5.0 la citosina puede sufrir una desaminacion

y formar uracilo (Shapiro et al., 1970, Draper, 1984).

Jackson (1991) y Talavera et al. (2000) demostraron que a pH 6.0 la reacciéon de
transaminacion en poli(C) transcurre a una velocidad aceptable, de forma que hay una

clara proporcionalidad entre el porcentaje de modificacion y el tiempo de reaccion, por
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lo que resulta facil el control de la extension del porcentaje de modificacion deteniendo
la reaccion mediante enfriamiento y didlisis. Sus resultados también muestran que tras
20 minutos de reaccion se modifican, aproximadamente, el 5% de los residuos de
citosina. En contraste, la modificacion de ADN natural aumenta proporcionalmente con
el tiempo sélo en los primeros estadios de la reaccion, para luego alcanzar poco a poco
una meseta, alcanzandose un 15% de modificacion de los residuos citosina

aproximadamente después de transcurrida 1 hora de reaccion.

Algunos de los resultados anteriores se justifican en base a que poli(C) en
disolucion forma una estructura ordenada que, a pH neutro y concentracién salina
milimolar, no interactua con la misma u otras cadenas (Broido y Kearns, 1982; Pasman
v Garcia-Blanco, 1996). Sin embargo en cadenas de ADN parece que no es posible
modificar cuantitativamente todos los residuos citosina en una sola etapa, debido a que
la formacién de estructuras secundarias y apareamiento de bases impiden la conversion
de algunos restos citosina. No obstante, nuestro principal objetivo es marcar
polinucleétidos con etiquetas fluorescentes, de forma que se obtengan sondas con
buenas caracteristicas de hibridacion, y para esto se debe modificar s6lo un pequefio
porcentaje del total de bases (1-3%), ya que, como ha sido demostrado por Yguerabide
et al. (1996), una relacion de marca menor del 3% no afecta significativamente a la

cinética de hibridacion ni a la temperatura de fusion de la doble cadena poli(C)/poli(I).

En la modificacion realizada en esta Memoria primero se reemplaza el grupo
amino en la posicion N* de la citosina por una pequefia molécula organica que tiene un
grupo amino primario mediante la técnica de Shapiro y Weigras (Shapiro et al., 1970)
modificada por Talavera (Talavera et al., 1997). La principal ventaja de este
procedimiento de modificacion es la introduccion de un “brazo espaciador” con una
amina activa en un lugar determinado, de forma que a continuacion se puede utilizar
cualquier reactivo especifico de aminas para etiquetar los d4cidos nucléicos

aminoetilados (Yguerabide et al., 1996, Talavera et al., 1997).

Tras realizar la reaccion de transaminacion explicada en el epigrafe I11.2.1.1 de
Material y Métodos se registro el espectro de absorciéon del derivado N*-aminoetilado

del poli(C) para estudiar posibles cambios en sus caracteristicas espectrales. Como se
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observa en la figura II1.22, la modificacion de residuos citosina para obtener el derivado
N*-aminoetilado y posteriormente etiquetado no altera el espectro de absorcion UV-Vis

de los polinucleo6tidos no modificados.

1.00 4 1.004
]

3 5 075
g g
=2 075 § 0.50
g <
s
S 0.251
& -
5 050 0N
< 260 270 280 290 300
£ A/nm
2
2 i
2 0.25

0~00 T M 1 M 1 M 1 M 1

300 350 400 450 500
A/ nm

Figura IIL.22. Espectro de absorcion UV-Vis normalizado de una disolucién de poli(C) sin
modificar (—), modificado por N*-transaminacién (—), y tras el etiquetado con el éster
succinimido del TGIII (—). En la figura insertada se muestra con mayor detalle estos espectros
en el rango de absorcion caracteristico del poli(C).

I11.3.1.2. Etiquetado fluorescente y extension del marcaje

El poli(C) modificado con los grupos amina se etiquetd con el éster succinimido
del TGII (NHS-TGIII) siguiendo el método de Reines y Schulman (1979) descrito en
Material y Métodos, epigrafe 11.2.1.2. La figura II1.23 muestra un esquema de dicho

procedimiento.
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Figura II1.23. Esquema de la reaccion de etiquetado de poli(C) con NHS-TGIII

Es necesario destacar que tras la modificacion del TGIII para la obtencion de su
éster succinimido y su posterior uso como etiqueta fluorescente, las especies
prototropicas presentes a pHs fisiologicos son diferentes. El éster succinimido se forma
a partir del grupo acido carboxilico del colorante, y la union del fluoroforo a la
biomolécula se hace a través de dicho grupo éster mediante la formacién de un grupo
amida con el residuo de amina primaria (ver figura II1.23). Por tanto, la etiqueta
fluorescente NHS-TGIII pierde uno de los grupos protonables con respecto al TGIII,
por lo que a pH fisiologico las especies que estaran en equilibrio en las disoluciones

acuosas seran la especie neutra y la especie anionica del NHS-TGIII.

La extension del etiquetado del poli(C) se determind mediante espectroscopia de
absorcién. Como ha sido demostrado por Yguerabide et al., (1996) y se ha comentado
en el epigrafe anterior, una relacion de marca menor del 3% no afecta
significativamente a la cinética de hibridacion ni a la temperatura de fusion de la doble
cadena poli(C)/poli(I); por tanto, durante la reaccion de etiquetado se mantuvieron las
condiciones experimentales necesarias para intentar que el porcentaje de marca usado se

mantuviera por debajo de este valor.

La expresion usada para determinar la relacion de etiquetado es la siguiente:
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NHS—TGIII
[NHS - TGy, _ A max | € 1max 100
[ poli(C)] i Aﬂ,max NHS—-TGII /g poli(C) (IL.15)
268 gNHS—TG[H 268 268
A,max

donde Ajmax Y Azes max SOn las absorbancias a la longitud de onda del maximo de

absorcion del fluoréforo (Ama) y 268 nm respectivamente, y &, "9 groll@

NHS-TGIII
268

son los coeficientes de absorcion molar del NHS-TGIII a An,x, del poli(C) a
268 nm y del fluoréforo a 268 nm, respectivamente. La ecuacion II1.15 proporciona la
relacion de marca entre el fluoréforo (expresado en concentracion molar) y poli(C)

expresado en concentracion molar de bases citosina.

El coeficiente de absorcién molar empleado para el poli(C) (£25“)) fue de 5000

M ecm™ (Yguerabide et al., 1996). Los coeficientes de absorcion molar de la etiqueta
fluorescente fueron calculados para el éster succinimido del TGIII en el mismo medio
en el que se realizaron los experimentos de hibridacion (20 mM TRIS-HCI, EDTA 1
mM y 100 mM NacCl a pH 7.5) mediante la ley de Beer (figura I11.24). El valor obtenido

para e fue de 10220 M em™ y para &7 fye de 68960 M em ™.

A,max

Absorbancia

T T T T T T T
0.0 5.0x10° 1.0x10° 1.5x10° 2.0x10°

[NHS-TGIII] / M

Figura I11.24. Ajustes lineales A versus [NHS-TGIII] de los valores de absorbancia de
disoluciones de diferentes concentraciones de NHS-TGIII en tampdn de hibridacion (20 mM
TRIS-HCI, EDTA 1 mM y 100 mM NaCl a pH 7.5) a las longitudes de onda de 268 nm (—)
y 490 nm (—).
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El porcentaje de etiqueta de la muestra usada en este trabajo se calculé con los
datos de absorcién de la figura I11.22 (espectro azul) y la ecuacion II1.15, obteniéndose
un resultado del 2.1%, no afectdndose significativamente, como se ha expuesto

anteriormente, la cinética de hibridacion de poli(C)/poli(l) (Yguerabide et al., 1996).

A continuacidon se analizaron las caracteristicas espectrales del poli(C)
etiquetado con el éster de succinimido del TGIIT (NHS-TGIII) utilizado en este estudio.
El méximo de absorcion del poli(C) practicamente no se modifica tras el etiquetado con
el NHS-TGIII, como puede observarse en la figura II1.22. En la figura II1.25 se
representan los espectros de emision normalizados, obtenidos con una longitud de onda
de excitacion de 490 nm, de disoluciones de poli(C)-NHS-TGIII, poli(C)-NHS-
TGII/poli(I), y TGIII libre, todos ellos en tampdn de hibridacion 20 mM TRIS-HCI,
EDTA ImM y 100 mM NaCl a pH 7.5. Como se puede observar, aunque no hay
cambios importantes en la forma de los espectros, el correspondiente al poli(C)-NHS-
TGIII esta algo desplazado hacia el rojo con respecto al espectro del TGIII libre.
Asimismo, el espectro del poli(C)-NHS-TGIIl/poli(I), a su vez, estd ligeramente
desplazado hacia longitudes de onda mayores con respecto al del poli(C)-NHS-TGIII
sin hibridar. Se debe tener en cuenta que la estructura del TGIII libre en disolucion es
diferente a la del TGIII cuando esta en forma de éster de succinimido, lo que podria
producir esa ligera variacion en el maximo de emision. Las pequeiias diferencias en los
espectros de emision del poli(C)-NHS-TGIII antes y después de la hibridacion con
poli(I) se podria en principio atribuir a que la cercania de grupos cargados presentes en
polinucledtidos genere un microambiente distinto en los alrededores del fluoréforo,

produciendo este ligero desplazamiento del méximo.
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Figura II1.25. Espectros de emision en tampon 20 mM TRIS-HCL, EDTA ImM y 100 mM
NaCl a pH 7.5 de disoluciones de Poli(C)-NHS-TGIII (—), Poli(C)-NHS-TGIII hibridado
con poli(I) (—), y TGIII (—). La longitud de onda de excitacion fue de 490 nm. El
porcentaje de etiquetado de la sonda fue del 2.1%.
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I11.3.2. APLICACION DEL NHS-TGIII COMO SONDA FLUORESCENTE
UTIL EN LA DETECCION DE LA HIBRIDACION DE ACIDOS
NUCLEICOS EN MEDIOS HOMOGENEOS

I11.3.2.1. Variacion de los parametros fluorescentes del poli(C)-NHS-TGIII tras la

hibridacion con poli(I)

Brimacombe y Reese (1966) estudiaron como se afectaban las caracteristicas de
hibridacion en poli(C) tras la modificacion de los grupos que intervienen en la
formacion de los enlaces de hidrogeno, concluyendo que la alteracion de residuos
citosina en la posicion N* conlleva una disminucion de 0.5 °C en la temperatura de
fusion de la doble cadena poli(C)/poli(I) por cada 1% de modificacion. Asimismo, el
efecto especifico que la transaminacion y el marcaje con fluoresceina o rodamina en
poli(C) tiene sobre las caracteristicas de hibridacion de este tltimo con el poli(I) ha sido
determinado por Jackson (1991). Dicho autor estudié la desnaturalizacion térmica de
los hibridos poli(C)/poli(I) mediante espectroscopia de absorcion UV, concluyendo que
la estabilidad de la asociacion de fluordforo-poli(C) con poli(I) es muy similar a la que

presenta poli(C) sin modificar, cuando la relacion fluoréforo/poli(C) es menor del 5%.

Basandonos en todo lo anterior, en esta Memoria se ha investigado la variacion
que se produce en los espectros de emision de homopolinucledtidos sintéticos de
citosina modificada (poli(C)) y marcada con el fluor6foro NHS-TGIII, cuando la sonda
obtenida hibrida con su cadena complementaria (poli(I)). La figura I11.26 muestra los
cambios en la intensidad de fluorescencia y el ligero desplazamiento en el espectro de
emision cuando se valora el poli(C)-NHS-TGIII con poli(I). La fluorescencia disminuye
progresivamente con el incremento de la concentracion de poli(I) hasta que se alcanza la
saturacion a una relacion molar alrededor de 1:1 en bases de nucleo6tidos de poli(C) y
poli(I). Para llevar a cabo las experiencias se hicieron distintas adiciones de 10 pL de
una disolucion madre de poli(I) y se mantuvo la disolucion en agitacion y a temperatura
controlada (20 °C) durante diez minutos antes de registrar el espectro de fluorescencia.

Los espectros se corrigieron por el efecto de dilucion.
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Figura II1.26. Espectros de emision (A, = 490 nm) de una disolucion de poli(C)-NHS-TGIII
en tampén de hibridacion con una concentraciéon inicial de 4.68x10° M vy diferentes
concentraciones de poli(I) en el rango de 0 a 5.86x 10™ M.

Como se observa en la figura II1.26, la intensidad de fluorescencia del maximo
de poli(C)-NHS-TGIII disminuye alrededor de un 68% a concentraciones saturantes de
poli(I). Este cambio en la intensidad de fluorescencia es independiente de la
concentracion inicial de poli(C)-NHS-TGIII, ya que el mismo efecto se ha observado al

valorar distintas concentraciones de poli(C) (2.5x10° M, 4.68x10° My 7x 10~ M).

Como se ha demostrado previamente, debido a la alta afinidad en la hibridacion
entre poli(C) y poli(I), la fraccion de bases apareadas de poli(C) aumenta linealmente
con la concentracion de poli(l) (Yguerabide et al., 1996). Ya que no ocurre un
quenching adicional a relaciones poli(I)/poli(C)-NHS-TGIII mayores que 1, se puede
suponer que la disminucion de la intensidad de fluorescencia tras la hibridacion es
proporcional a la cantidad de bases apareadas. Por tanto, se puede utilizar la siguiente

expresion para calcular el porcentaje de poli(C)-NHS-TGIII que esta hibridado:
%H = [(1p-1) / (Ip-15)] * 100 (II1.16)

en donde Iy e I, son las intensidades de fluorescencia de poli(C)-NHS-TGIII a

concentracion cero y concentraciones saturantes de poli(I), respectivamente.
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La figura II1.27 muestra que el tanto por ciento de hibridacion aumenta
linealmente con la concentracion de poli(I) y satura aproximadamente a una relacion 1:1
de poli(I)/poli(C). Este resultado apoya la idea de que la intensidad de fluorescencia

disminuye linealmente con la fraccion de poli(C)-NHS-TGIII que esté hibridada.

120
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[poli(1)]/[poli(C)-NHS-TGIII]

Figura II1.27. Representacion del porcentaje de hibridacion poli(C)-NHS-TGIII con poli(I)
frente a la relacion poli(I)/poli(C)-NHS-TGIII. Las concentraciones de poli(C)-NHS-TGIII
fueron corregidas por el efecto de la dilucion durante la valoracion.

Al objeto de estudiar también el efecto de la hibridacion en el equilibrio anién-
neutro de la etiqueta fluorescente, se ha valorado la acidez del colorante. Para ello se
obtuvieron las intensidades de fluorescencia correspondientes al poli(C)-NHS-TGIII y
al poli(I)/poli(C)-NHS-TGIII en disoluciones tamponadas (20 mM Tris-HCl, 1 mM
EDTA, 100 mM NaCl) y no tamponadas (1 mM EDTA, 100 mM NaCl) a diferentes
valores de pH. La figura II1.28 muestra como el pK, aparente del conjugado de NHS-
TGIII cambia de 6.71 (cuando esta en la cadena sencilla) a 7.31 (cuando esta en la doble
cadena). Asi, en el intervalo del pH fisiologico la concentracion relativa de moléculas
de NHS-TGIII en su forma anidnica es menor en poli(I)/poli(C)-NHS-TGIII que en
poli(C)-NHS-TGIII. El desplazamiento en el pK, aparente puede atribuirse al
incremento de la densidad de carga local negativa de los grupos fosfatos en los
polinucledtidos hibridados, haciendo que sea mas dificil que la forma neutra se pueda

desprotonar y formar el anion.
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Figura II1.28. Cambios de la intensidad de fluorescencia en el estado estacionario en funcién
del pH para poli(C)-NHS-TGIII () y poli(I)/poli(C)-NHS-TGIII (e), ambos en tampon Tris-
HCI 20 mM, EDTA 1 mM, NaCl 100 mM; y poli(C)-NHS-TGIII (+) y poli(I)/poli(C)-NHS-
TGIII (e), ambos en disoluciones no tamponadas (EDTA 1 mM, NaCl 100 mM). (Longitud de
onda de excitacion de 490 nm; longitud de onda de emision de 515 nm; concentracion de
poli(C)-NHS-TGIII 4.68 x 10™ M).

Tal y como se comentd anteriormente y se muestra en la figura II1.25, el
espectro de emision (Ax = 490 nm) de la cadena hibridada presenta un ligero
desplazamiento del espectro hacia el rojo en comparacion con la cadena sin hibridar, de
manera similar a la fluoresceina y a los Tokyo Green tras la aparicion de la especie
monoanionica y neutra, respectivamente (Alvarez-Pez et al., 2001; Crovetto et al.,
2007; Paredes et al., 2009). Para corroborar la influencia del desplazamiento del
equilibrio anién-neutro en la hibridacion, se han registrado los espectros de emision de
disoluciones a pH 7.35 de poli(C)-NHS-TGIII y poli(I)/poli(C)-NHS-TGIII con
excitacion a 440 nm. A esta longitud de onda la absorbancia de la forma neutra es
mayor que la del anién, lo que permite excitar preferentemente a la forma neutra. Como
se puede observar en la figura I11.29, la intensidad de fluorescencia alrededor de 550 nm
es mayor cuando poli(C)-NHS-TGIII hibrida con poli(I). Esto quiere decir que a pH
7.35 hay mayor relacién neutro/anion cuando el colorante estd en la doble cadena, lo

que significa que en una disolucion a pH 7.35 la hibridacion con poli(I) aumenta el pK,
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aparente del conjugado de NHS-TGIII, aumentando la concentracion de su forma

neutra.

35

30—-
25—-
2
15

10

lf normalizada / u.a.

T T T T T T T
500 525 550 575 600
A/ nm

Figura I11.29. Espectros de emision normalizados, con excitacion a 440 nm, de poli(C)-NHS-
TGIII (—) y de la doble cadena poli(I)/poli(C)-NHS-TGIII (—) en tampon de hibridacion a pH
7.35.

Al objeto de profundizar en la interpretacién del mecanismo de quenching de
fluorescencia observado en la sonda desarrollada, se han realizado estudios
complementarios mediante espectroscopia de fluorescencia con resolucion temporal.
Las experiencias preliminares se complementaron con otras en las que se midieron los
tiempos de vida de fluorescencia del fluoréforo etiquetado en poli(C) en diferentes

condiciones.

Con esta finalidad se recogieron los decaimientos de disoluciones de poli(C)-
NHS-TGIII y poli(I)/poli(C)-NHS-TGIII a pH 7.35 y 9.10, y excitaciéon 488 nm. A pH
7.35 la mejor funcion de ajuste fue monoexponencial para poli(C)-NHS-TGIII y
biexponencial para poli(I)/poli(C)-NHS-TGIII, mientras que a pH 9.10 la mejor funcién
de ajuste fue monoexponencial en ambos casos, con un tiempo de vida recuperado de

4.03 ns.
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Tal y como se describié en la seccion de Material y Métodos, la sefial de
fluorescencia se detectd con el polarizador de emision situado a 54.7° con respecto al de
excitacion, al objeto de eliminar los efectos de la difusion rotacional de los fluoréforos
en los decaimientos de fluorescencia. Esta precaucion es particularmente necesaria
cuando el fluoroforo se encuentra enlazado a una macromolécula, ya que en estos casos
si la velocidad de emision tiene un valor similar al de la velocidad de despolarizacion
debida al movimiento Browniano de las moléculas excitadas, aparece la contribucion de
un término exponencial con un tiempo de vida de aproximadamente la mitad del
verdadero tiempo de vida del fluor6éforo, que conduciria a una incorrecta interpretacion

de la ley de decaimiento (Shinitzky, 1972).

La tabla III.15 recoge los tiempos de vida recuperados junto con sus pre-
exponenciales normalizados, obtenidos mediante analisis global (con los tiempos de
vida ligados) de 6 decaimientos con 20000 cuentas en su maximo cada uno. Dado que
los valores de tiempo de vida obtenidos son muy parecidos a los valores recuperados
para las formas neutra y anidnica de otro fluoréforo de la familia de los Tokyo Green
(TGII) en disolucién (Paredes et al., 2009), y que las estructuras quimicas y formas
prototropicas del TGII y del colorante etiquetado en esta Memoria son similares, se
puede asumir que el tiempo de vida mayor corresponde a la forma anidnica, mientras

que el tiempo de vida menor corresponde a la forma neutra del NHS-TGIII etiquetado.

Tabla III.15

Tiempos de vida, coeficientes pre-exponenciales normalizados y tiempo de vida medio
correspondientes a disoluciones de poli(C)-NHS-TGIII y de éste totalmente hibridado con
poli(I) a pH 7.35.

Muestra n(ns) a1 = (NS) a2 Tmed (NS)

poli(C)-NHS-TGIII 403 1.00 4.03
Poli(I)/poli(C)-NHS-TGIIT ~ 4.03 083 073 0.7 347
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Sobre esta base y haciendo uso de los pre-exponenciales normalizados de los
tiempos de vida (ver tabla III.15), se puede considerar que la proporcion de la forma
neutra aumenta al pH fisiolégico, debido al desplazamiento del pK, hacia valores mas
altos cuando poli(C)-NHS-TGIII hibrida con poli(I). Esto provoca la disminucion del
valor medio del tiempo de vida, lo que a su vez hace que descienda la intensidad de
fluorescencia en estado estacionario. Simples calculos muestran que teniendo en cuenta
el pK, de 7.3 de poli(I)/poli(C)-NHS-TGIII, a pH 7.35 se obtiene un cociente de 1.10
para la relacion anion/neutro de NHS-TGIII. Considerando que la relacion de los
coeficientes de absorcion molar de las formas anidnica y neutra de disoluciones de un
derivado muy similar, TGII, es de 4.34 a 488 nm (Paredes et al., 2009), la relacion
entre moléculas excitadas de las formas anionica y neutra deberia ser 4.77, lo que
resulta concordante con la relacion de 4.88 calculada a partir de los factores pre-

exponenciales normalizados (abundancia) de los tiempos de vida.

Por otra parte, en la figura II1.28 también se puede observar una disminucién de
la fluorescencia alrededor del 48% a pH 9, una region de pH en donde el
desplazamiento del pK, no influye en la relacion anién/neutro, como demuestra el
tiempo de vida unico que presenta tanto el poli(C)-NHS-TGIII como el poli(C)-NHS-
TGIII hibridado con poli(I). Dado que los citados tiempos de vida de poli(C)-NHS-
TGIII y de poli(I)/poli(C)-NHS-TGIII a valores altos de pH son los mismos (alrededor
de 4.03 ns), debe ocurrir un quenching estatico mediante el cual las moléculas de NHS-
TGIII proximas a poli(I) son desactivadas de forma instantanea. De nuevo mediante
simples calculos, si se adiciona este quenching estatico (de un valor porcentual
aproximado del 48%) a la disminucion porcentual del valor medio del tiempo de vida a
pH 7.35 (alrededor del 14%), se obtiene un 62% de disminucion total de la intensidad
de fluorescencia, que resulta bastante concordante con el 68% de disminucion en la
intensidad de fluorescencia en estado estacionario que se puede observar en la figura

II1.26 a concentraciones saturantes de poli(]).
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A continuacién, de acuerdo con los resultados experimentales obtenidos, con
la bibliografia consultada y con la discusién que se ha efectuado en esta Memoria, se

expondran las conclusiones que se han podido establecer:

e Se ha propuesto la sintesis del acido 4-(6-hidroxi-3-oxo-3H-xanten-9-ilo)-3-
metil-benzoico (Tokyo Green Il1), un nuevo colorante fluorescente de la
familia de los nuevos derivados de la fluoresceina, Tokyo Green.

e El precursor del TGIII, el 4-(6-hidroxi-3-oxo0-3H-xanten-9-il)-3-metil-
benzoico metil éster puede emplearse como sonda fluorescente intracelular,
ya que los grupos esteres muestran una mayor permeabilidad celular.

e Ademas, el derivado &cido carboxilico puede modificarse con facilidad
introduciendo grupos reactivos especificos a determinados grupos
funcionales, como por ejemplo la incorporacion de ésteres de succinimido

COMO grupos reactivos de aminas primarias.

Tras su sintesis, se ha descrito el equilibrio acido-base a pHs cercanos al
fisiolégico en estado fundamental del fluoréforo TGIIl a través de medidas
absorciométricas y fluorimétricas en estado estacionario. Con respecto a estos

estudios se pudo concluir:

o Se ha establecido la presencia de dos especies prototropicas diferentes en el
intervalo de pH fisioldgico: monoaniénica y dianionica. Mediante la
aplicacion de la metodologia de ajustes no lineales por minimos cuadrados,
se ha calculado la constante &cido-base implicada en el mencionado
equilibrio. El valor del pK, obtenido en disolucion acuosa fue de 6.20 + 0.03.

o Asimismo, empleando la metodologia de analisis utilizada, se obtuvieron los
perfiles espectrales de absorcion de las dos especies prototropicas
implicadas, asi como los coeficientes de absortividad molar de cada una de
ellas.

° En el estudio de la influencia de la fuerza ibénica sobre el valor

del pK:* aparente del TGIII se concluyé que el valor del pKZ* no varia
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apreciablemente con el aumento de la fuerza ionica, lo que hace que sea un
fluoréforo prometedor para uso intracelular.

Se analizo el efecto de la variacion del pH en los espectros de emision de
fluorescencia, y se obtuvieron los perfiles de emision de fluorescencia de las

dos especies prototrdpicas.

También se ha estudiado el efecto de un aceptor/dador protdnico, como es el

sistema tampdn fosfato, sobre el equilibrio acido-base, asi como su capacidad para

promover la reaccion de transferencia protonica en el estado excitado entre las

especies monoanionica y dianionica del colorante. Sobre este punto se han

establecido las siguientes conclusiones:

Pudo concluirse que en ausencia de aceptor/dador adecuado no se produce
reaccion de intercambio proténico en el estado excitado entre las especies
monoanidnica y dianionica del TGIII. Por lo tanto, en estas condiciones las
curvas de intensidad de fluorescencia frente al pH aportan informacién sobre

el pK, del estado fundamental.

La adicion del sistema tampdn fosfato no tiene efectos significativos sobre los
espectros de absorcion, por lo tanto, la adicion del mencionado tampon no

modifica el estado fundamental del TGIII.

En cambio, la adicidn de concentraciones crecientes del aceptor/dador
protonico origina una mayor contribucion de la especie dianionica en los
espectros de emision. Esto demuestra que las especies del tampoén se
comportan como aceptores y dadores de protones adecuados en la
transferencia protonica en el estado excitado de las especies monoanionica y

dianidnica del colorante.

Se empled el analisis global compartimental para el estudio de la cinética de
la reaccion de transferencia protonica en el estado excitado entre las especies

monoanionica y dianionica del TGIII promovida por tampén fosfato. En la
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superficie de decaimientos de fluorescencia se han incluido decaimientos en
presencia y en ausencia del aceptor/dador protonico, para cumplir las
condiciones de identificabilidad de las constantes cinéticas. Asi, se han
obtenido las constantes que rigen el sistema de equilibrio ko; = (0.309 +
0.004) x 10° s* (correspondiendo a un tiempo de vida de la especie
monoaniénica de (3.236 + 0.004) x 10 ns, kg, = (0.258 + 0.001) x 10° s™* (lo
que representa un tiempo de vida de la especie dianionica de (3.876 + 0.001)
x 107 ns, kyy = (0.001 + 0.001) x 10° M*s?, ki,® = (0.139 + 0.012) x 10° M
sty ko= (2.74 £ 0.11) x 10° M7s ™,

o La excelente concordancia entre los parametros espectrales recuperados en el
analisis global compartimental y las caracteristicas espectrales del sistema,
calculadas mediante absorciometria y fluorimetria en estado estacionario,
hacen que la descripcion del sistema compartimental se pueda considerar

completa.

Posteriormente al estudio fotofisico del colorante acido carboxilico (TGIII) se
ha sintetizado por primera vez el derivado éster succinimido, el 2,5 dioxopirrolidin-
1-il-4-(3-hidroxi-6-oxo-6H-xanten-9-il)-3-metilbenzoato (NHS-TGIII), y se ha
estudiado su aplicacion en el etiquetado de cadenas sencillas de &cidos nucléicos para
la deteccion de la hibridacion de ADN en medios homogéneos. Del citado estudio

podemos obtener las siguientes conclusiones:

e Se ha demostrado que el éster de succinimido de TGIII es idoneo para el
etiquetado de biomoléculas que posean grupos aminas en su estructura,
mediante la formacion de enlaces covalentes muy estables. Como ejemplo,
se ha empleado en el etiquetado del homopolimero &cido polirribocitidilico
(Poli(C)).

e EI NHS-TGIII se presenta como una sonda util en la deteccion de la
hibridacion de acidos nucléicos en medios homogéneos. La deteccion y

cuantificacion de la secuencia especifica de ADN se realiza con gran
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sensibilidad estudiando el descenso en la intensidad de fluorescencia del
colorante etiquetado tras la hibridacion con su cadena complementaria.
Debido a la simplicidad del método utilizado en esta Memoria se presenta la
posibilidad de realizar un nuevo ensayo para la deteccion de acidos nucléicos
con grandes ventajas frente a los usados habitualmente en la deteccion de
ADN o ARN.
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