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Resumen

Las técnicas modernas de microscopia de fluorescencia requieren sondas cuyos
comportamientos fotoquimicos, combinados con las caracteristicas dpticas del equipamiento,
permitan resolver estructuras de dimensiones menores al limite impuesto por la difraccién
natural de la luz. Ademds de ser brillantes, estables, pequefias y compatibles con el medio
biolégico, las sondas ideales fluorescen y se tornan oscuras de manera controlada y conocida.
En esta tesis se disefiaron nuevas sondas basadas en los diheteroariletenos oxidados (DHAQOSs)

como plataforma de fluorescencia controlada.

Los DHAOs son compuestos fotocromicos que presentan dos isdmeros fotoestables, uno
fluorescente y uno oscuro, alcanzados por irradiaciéon con luz ultravioleta y visible
respectivamente. Las propiedades espectroscopicas de los DHAOSs se optimizaron estudiando
el efecto de sustituyentes dadores y aceptores de electrones sobre las mismas. La demandante
caracterizacion espectrofotométrica de los DHAOs se abordd con un espectrofotémetro y
fotomodulador de construccién propia, el cual permitié automatizar las mediciones y explorar
sistematicamente diferentes condiciones de fotoconversién. Se descubrié que al aumentar el
cardcter dador de electrones del sustituyente, se estabiliza particularmente el estado excitado
del isémero fluorescente, resultando en un aumento del desplazamiento de Stokes y un
pronunciado solvatocromismo del fluoréforo. El solvatocromismo se utilizé para estudiar el

cambio de polaridad del entorno de monémeros de a-sinucleina durante su agregacion.

A fin de conservar la fluoresencia fotomodulable de los DHAOs en agua, se exploraron
diversas estrategias de solubilizacién con modificaciones covalentes y no-covalentes. La
inclusién en cavidades de ciclodextrina, la adsorcién a albiimina, y la funcionalizacién con
grupos hidrofilicos sirvieron para solubilizar efectivamente a los DHAOs en medios acuosos.
Las propiedades de fluorescencia y fotoconversion se retuvieron exitosamente dentro de la
cavidad de las proteinas de union de dcidos grasos y mediante la conjugacién a entidades
protéicas de mayor tamafio, indicando la preferencia de los DHAOs a un entorno protegido del
agua. Anticuerpos secundarios conjugados a DHAOSs se utilizaron para marcar f-tubulina
en neuronas, y se lograron fotoconvertir selectivamente distintas dreas de las muestras en
un microscopio que incorpora un arreglo programable para generar patrones espaciales de

excitacion.



El particular comportamiento fotoquimico de los diheteroariletenos permitié desarrollar una
estrategia para aumentar la resolucién microscépica combinando DHAOs con fotocrémicos
no-fluorescentes. Utilizando el fenémeno de transferencia de energia por resonancia de
Forster, se postulan sondas que requieren de multiples estimulos para la activacion de la
emisién, disminuyendo el volimen de activacion por debajo del limite de difraccién de la
luz y aumentando la resolucién axial. La aplicacién de las sondas sintetizadas y la propuesta
de nuevas estrategias relacionadas con los DHAOs denotan el potencial que tienen los mismos

en la bisqueda de mayor resolucién en la microscopia de fluorescencia.



Abstract

Fluorescent diheteroarylethenes as probes for fluorescence microscopy

Modern fluorescence microscopy techniques require probes whose photochemical behaviour,
combined with the optical characteristics of the microscope, enable the resolution of structures
smaller than the natural diffraction limit of light. In addition to being bright, stable, small and
compatible with the biological environment, the ideal probe’s fluorescence is activated and
deactivated in a controlled and predictable manner. New probes were designed using oxidized
diheteroarylethenes (ODHASs) as a platform for controlled fluorescence and are presented in
this thesis.

ODHAs are photochromic compounds with two photostable isomers, one fluorescent and
one dark, which are formed upon irradiation with ultraviolet and visible light, respectively.
In order to optimize their spectroscopic and photochemical properties, the ODHAs were
modified with electron-donating and -withdrawing substituents. The demanding spectroscopic
characterization of the photochromes was tackled with a custom built spectrophotometer
and photoconverter, which enabled automatization of the measurements and the systematic
exploration of varying photoconversion conditions. By increasing the electron-donating
character of the substituents, the excited state of the fluorescent isomer is particularly
stabilized, resulting in an increase in the Stokes shift and pronounced solvatochromism of
the fluorophore. The solvatochromic ODHA was used to probe the changes in local polarity

around monomers of the amyloid protein a-synuclein during their aggregation.

Diverse solubilization strategies involving both covalent and non-covalent modifications
were employed with the aim of conserving the photoswitchable fluorescence of ODHAs in
water. Inclusion in cyclodextrin cavities, adsorption onto albumin, and functionalization with
hydrophilic groups all served to effectively solubilize the ODHAs in aqueous solutions. The
fluorescence and photoconversion properties were conserved inside the cavities of fatty acid
binding proteins and by conjugation to larger protein entities, indicating the preference of
the ODHAs for surroundings devoid of water. Secondary antibodies conjugated to ODHAs
were used to immunostain B-tubulin in fixed neurons, and different areas of the sample
were selectively photoconverted using structured illumination with a structured illumination

(programmable array) microscope.



vi

A new strategy for increasing microscopic resolution was developed, harnessing the unique
photochemical behaviour of diheteroarylethenes by combining ODHAs with non-fluorescent
photochromes. The proposed probes require multiple stimuli for activation of the Forster
resonance energy transfer-modulated emission, reducing the activation volume below the
diffraction limit and increasing axial resolution. The application of the synthesized probes
and the description of novel strategies related to ODHAs denote their potential in the search

for increased resolution in fluorescence microscopy.
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Capitulo 1

Introduccion

En el afio 2014 se otorg6 el premio Nobel de Quimica a tres cientificos quienes desafiaron
los limites de resolucién impuestos por el proceso de difraccién en la microscopia ptica.
Los descubrimientos de Betzig, Hell y Moerner en las tultimas décadas han fomentado
el desarrollo de un sinfin de métodos de «super-resolucién» con un inmenso impacto en
campos desde la biologia celular hasta la ingenieria de materiales. La posibilidad de
localizar estructuras celulares con precisiéon nanométrica ha permitido elucidar mecanismos de
translocacién de material biolégico dentro de la célula, y la capacidad de fabricar materiales
organizando nano-estructuras opticamente ha permitido explorar el comportamiento individual
de dispositivos moleculares. De todas las técnicas Opticas, la microscopia de fluorescencia
es actualmente la técnica mds utilizada para la localizacién de objetos a nivel micro- y

submicro-métrico.

Mientras se lograron enormes avances en términos de vencer la barrera de resolucién de la
microscopia de fluorescencia con métodos fisicos, el concenso general en los dltimos afios
es que es necesario trasladar el enfoque al aspecto quimico. !> Controlando las propiedades
fotoquimicas de los compuestos fluorescentes se puede aprovechar al miaximo la teoria
asociada con cada método fisico, ademds de generar nuevos métodos que exploten esas

propiedades.

Fue con esa intencién que se ide6 este proyecto de tesis: aprovechar las propiedades tedricas
de los métodos de super-resolucién mediante la creacién y optimizacién de fluoréforos

fotocrémicos sintéticos.

1.1 Fotocromismo

1.1.1 Fotocromismo

Cuando una dada molécula A sufre una reaccién de isomerizacién al absorber un fotdn, y el
isémero formado B tiene un espectro de absorcién diferente de A (Esquema 1.1), se dice que

la molécula es fotocromica - es decir, cambia de color (cromo) por efecto de la luz (foto).3
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0=

hv 6 A
A

Esquema 1.1: Fotocromismo de una dada molécula A.

Si el isdmero B no es térmicamente estable, puede sufrir espontdneamente una isomerizacion
exotérmica al isémero A, lo que constituye un proceso termocromico (fotocromismo tipo T).
Si, al contrario, el isémero B es térmicamente estable, se puede dar un proceso fotoquimico en
la direccion contraria, generandose nuevamente A mediante la absorcién de luz por parte de B
(fotocromismo tipo P). Naturalmente el proceso fotoquimico de isomerizaciéon de B compite
con el proceso térmico, y la preferencia por alguno de estos caminos esta determinada por
la estructura de los isémeros y la naturaleza de la isomerizacién, ademds de la temperatura.
Mientras la reversibilidad térmica es favorable para algunas aplicaciones, no es siempre el
caso. La isomerizacién térmica es conveniente cuando, por ejemplo, se quiere activar el
sistema con luz, detectar la sefial, y luego que el sistema vuelva a las condiciones iniciales
espontdneamente, sin mds intereferencias externas. Por otro lado, si el objetivo es activar
y desactivar el sistema a tiempos no coincidentes con aquellos de la cinética térmica, es
preferible despreocuparse de la reversion térmica con compuestos que solamente reviertan

fotoquimicamente.

El comportamiento fotoquimico de los compuestos fotocromicos se puede describir en
términos de los siguientes pardmetros: rendimiento cudntico de fotoisomerizacién o
fotoconversion; fotoestabilidad o resistencia a fatiga; grado de fotoconversiéon en el estado

fotoestacionario. Se explicardn estos pardmetros y su importancia en detalle en la Seccién 1.2.

1.1.2 Compuestos fotocréomicos

El fenémeno del fotocromismo no es explotado dnicamente por el hombre; existen diversos
sistemas bioldgicos fotocromicos. Las proteinas retinales que cada ser vidente de la tierra
lleva en el ojo tienen como componente fundamental rodopsinas: bases de Schiff que sufren
una isomerizacién Z-E al absorber luz visible (o ultravioleta en el caso de algunos animales).*
Las plantas regulan sus ritmos circadianos con la ayuda de los fitocromos: una isomerizacién

E-Z del tetrapirrol desencadena una sefial bioquimica.> Estos sistemas optimizados por la
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Esquema 1.2: Familias de compuestos fotocrémicos.
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naturaleza pierden sus propiedades fotoquimicas si se separan los croméforos del entorno
proteico, y por ende se utilizan compuestos distintos para aplicaciones sintéticas. Algunas
de estas familias de compuestos fotocrémicos se pueden apreciar en el Esquema 1.2, donde se

aclara el tipo de isomerizacién presentada por cada familia.

Las principales isomerizaciones fotoquimicas son: isomerizaciones E-Z de dobles enlaces;
reordenamientos electrociclicos; disociacion de enlaces; migracién de protones o grupos
funcionales. Al tratarse en general de modificaciones sustanciales en la estructura de la
molécula, las isomerizaciénes conllevan otros cambios en las propiedades fisico-quimicas:
polaridad, indice de refraccidn, flexibilidad conformacional y dimensiones, potenciales de
oxido-reduccion, etc. Las diversas propiedades que se adquiran o pierdan durante el proceso
fotoquimico se pueden aprovechar para diversas aplicaciones. Por ejemplo, un cambio de
conformacién puede producir un cambio mecédnico macroscépico de un cristal;® un cambio en
la conjugacioén a lo largo de la molécula fotocrémica puede modificar la conductancia de un

interruptor molecular.”

Es interesante destacar la reversibilidad térmica de todas las familias de compuestos excepto
las fulgidas y los diheteroariletenos, quienes Unicamente revierten fotoquimicamente. Los
isémeros formados tienen una energia mayor debido a mayores impedimentos estéricos o

sistemas conjugados menos favorables, y revierten al isémero mds estable con el tiempo.

1.2 Diheteroariletenos

1.2.1 Estructura y fotocromismo

Los precursores de los compuestos alrededor de los cuales estd basada esta tesis son los
derivados de diheteroariletenos (DHASs), descubiertos por el Prof. Masahiro Irie de la
Universidad de Rikkyo en Japén. A lo largo de casi tres décadas se dedic a explorar
extensamente las propiedades de estos compuestos, y la vasta mayoria de las citas en esta

tesis corresponden a trabajos realizados por su grupo.

La estructura bésica y el fotocromismo de los DHAs se puede observar en el Esquema
1.3.  El mecanismo de isomerizacién es idéntico a la electrociclacion concertada del
1,3,5-hexatridieno (Esquema 1.4), la cual cumple con las reglas de Woodward y Hoffman
que, basadas en la simetria de los orbitales p, determinan los caminos de reaccion permitidos
para reacciones electrociclicas térmicas y fotoquimicas. De acuerdo a aquellas reglas, la

reaccion fotoquimica de electrociclacién involucrando 6 electrones procede por un mecanismo
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Isémero abierto Isbmero cerrado

Esquema 1.3: Estructura bésica de un diheteroarileteno.

_ hvt
M hv2 ; A
R1 Rz Ri R

Esquema 1.4: Reaccion fotoquimica de electrociclacion del 1,3,5-hexatridieno disustituido.

conrotatorio, quedando los sustituyentes en posiciones 1 y 6 del trieno en caras opuestas del

anillo generado.

El isémero abierto del DHA puede absorber luz ultravioleta (UV, < 400 nm) para isomerizar a
la forma cerrada, que presenta absorcion en el rango visible gracias a la extendida conjugacién
del sistema 7. Si se irradia el isdmero cerrado con luz visible, se produce la fotoreversién
a la forma abierta. Ambos isomeros del DHA son térmicamente estables bajo condiciones
normales de presion y temperatura y Unicamente se interconvierten con la luz, a diferencia de su
precursor estructural estilbeno (1,2-difenileteno, Esquema 1.5), que sufre una electrociclacién
idéntica pero fotorevierte al isdmero abierto a temperatura ambiente. La relativa estabilidad
térmica de los DHAs en comparacién con el estilbeno se debe a que la estabilizacién por
aromaticidad del cis-estilbeno disminuye la energia de este isémero y favorece la fotoreversion
del isémero cerrado.® Si se reemplaza el grupo fenilo por un tienilo, benzotienilo o tiazol, la
falta de aromaticidad en el isémero abierto equipara las energias de los dos fotoisémeros y

resulta en mayor estabilidad térmica de ambos isémeros.

Adicionalmente, el doble enlace del etileno forma parte de un ciclo en el DHA, no asi
en el estilbeno. Se incorpord esta modificacién con tal de maximar el rendimiento de la

reaccion de fotociclacion, prohibiendo la isomerizacién del doble enlace a la forma trans,

2 Ay ==
o o O O
= hv? A H

Trans-estilbeno Cis-estilbeno Dihidrofenantreno

Esquema 1.5: Isomerizaciones fotoquimicas del estilbeno.
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tal como ocurre con el estilbeno. El uso de ciclos de 5 carbonos se debe a que existe una
relacién de compromiso de estabilidad energética entre la mayor flexibilidad del sistema con
ciclos grandes al momento de producirse la fotociclacién,® y la mayor planaridad del isémero
cerrado con ciclos pequefios que favorece una mayor conjugacién del sistema 7.9 Los DHAs
con anillos ciclopenteno sustituidos con atomos de flior son los mds utilizados ya que las
sustituciones aumentan la resistencia a fatiga del DHA.!' DHAs con esta estructura basica

pueden sufrir cientos de ciclos de fotoconversion con minima fotodegradacién.

El isémero abierto del DHA presenta un equilibrio conformacional entre dos conformaciones
denominadas paralela y anti-paralela, ejemplificado en el Esquema 1.6 con un DHA con
grupos benzotiofeno (1). Debido a la condicién de Woodward y Hoffman de que la reaccién
fotoquimica procede por un mecanismo conrotatorio, es estéricamente imposible que el
conformero paralelo 1P sufra una reaccién de electrociclaciéon fotoquimica. La isomerizacion
ocurre por ende a partir del conformero anti-paralelo 1AP, y en consecuencia el rendimiento
de la reaccién fotoquimica estd limitado por el porcentaje de ese conformero presente en el
equilibrio. El isémero cerrado tiene una cierta quiralidad, ya que los dos carbonos del centro
reactivo tienen una estereoquimica definida, y por ende se pueden formar dos enantiémeros

segtin la disposicion del conformero AP.

1.2.2 Fotoquimica

Para comprender el efecto de modificaciones estructurales sobre la fotoquimica de los
diariletenos es necesario entender el complejo sistema energético de los mismos. Ishibashi et
al. utilizaron espectroscopia de absorcién del transiente en los femtosegundos '2 para distinguir
tres especies transientes al excitar el isomero abierto del DHA 1 (Esquema 1.7). Se confirmé
que el estado excitado del conformero anti-paralelo rdpidamente isomeriza a la forma cerrada

con un tiempo de vida de 450 fs. El estado excitado del conformero paralelo, ya que no puede

Conformero paralelo (P) Conformero anti-paralelo (AP) Isémero cerrado (C)

| T

Esquema 1.6: Conformeros e isomerizacion de 1.
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Esquema 1.7: Procesos fotofisicos y fotoquimicos del DHA 1. Reimpreso con permiso de Ishibashi e?
al.'? Copyright 2016 American Chemical Society.

sufrir la reaccién de fotoisomerizacién, tiene un tiempo de vida mayor de 150 ps. Desde este
estado decae o bien al triplete, o bien emite fluorescencia para volver al estado fundamental.

El rendimiento cuantico de fluorescencia del isdmero abierto es del 1,2%.

En el Esquema 1.8 se representan los niveles energéticos correspondientes al fotocromismo
del DHA 1.3 En azul se aprecian los procesos relacionados con la fotociclacién del
conférmero 1AP, y en rojo aquellos relacionados con la fotoreversion del isomero 1C. Ambas
isomerizaciones ocurren a través de una interseccion cénica (IC), donde la probabilidad de
decaer al isémero abierto es del 55% y al isémero cerrado 45% (estas probabilidades varian

segin la estructura del DHA).

2
hv?

hv! k' ic
O,f5/ X \0,‘45 ko

Energia

Y

Isdbmero abierto Isdbmero cerrado

Coordenada de reaccion

Esquema 1.8: Niveles energéticos correspondientes a los isémeros de 1. Adaptado con permiso de
Ishibashi et al'3 y Uno et al.'* Copyright 2016 American Chemical Society.
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El proceso de fotociclacién (azul) comienza con la excitacidn del isémero 1AP (recordar que
el conférmero 1P no tiene posibilidad de isomerizar, solamente decae no-radiativamente o
emite fluorescencia). Desde ahi hay dos caminos posibles: decaimiento no-radiativo (k!), o
relajacion hasta la IC. Se estim6 que al llegar a la IC se procede al isémero cerrado con un 45%
probabilidad, mientras que se relaja al mismo conformero de partida con un 55% probabilidad.
En total, se produce la fotociclacién de este compuesto con un rendimiento cuéntico de 0,311
(recordar también que este valor estd limitado aproximadamente a 0,65, debido a la fraccién

de isémero abierto en conformacién paralela).

La excitacion del isomero cerrado 1C con luz visible lleva al sistema a un estado S,, del
cual pasa rdpidamente (100 fs) al estado S; a través de otra interseccidén cénica (k,1 ; NO se
entrard en detalle en este proceso). Luego, es necesario superar una barrera de activacion para
llegar a la IC, y el proceso estd caracterizado por k,zc. Esto significa que el proceso depende
fuertemente de la temperatura, mientras que el proceso de fotociclacidn es independiente de
KT.'3 Desde el IC, decae a uno de los dos isémeros con las mismas probabilidades de arriba.
A pesar de la barrera de activacion, el rendimiento cudntico es de 0.28, 15 ho mucho menor que

el rendimiento de ciclacién.

En la Figura 1.1 se observa el espectro de absorcidon del DHA 1. El isdmero abierto absorbe
mayormente en el UV lejano, mientras que el isdmero cerrado 1C presenta dos nuevos
maximos a 352 nm y a 523 nm. Es importante notar que 1C también absorbe en el UV,
donde es necesario excitar el isémero abierto para lograr la fotoconversién. Esto significa que
al generarse 1C durante la fotociclacion, este va a absorber una fraccién de la luz y también
va a fotorevertir a la forma abierta. Debido a esta superposicidn de espectros de absorcidn, al

irradiar un tiempo infinito con luv UV, no se logra nunca un 100% de isémero cerrado, sino

b
)
T

Absorbance
o
~

Q
o
>

Figura 1.1: Espectro de absorcién de 1: isémero abierto (linea continua), estado fotoestacionario (linea
punto-raya), isémero cerrado (linea rayada). Adaptado con permiso de Hanazawa et al.'® Copyright
2016 Royal Society of Chemistry.
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que se llega a un equilibrio fotoestacionario entre las dos especies, isdmeros abierto (A) y
cerrado (C). El grado de fotoconversion al isémero cerrado en el estado fotoestacionario (EFE)
se define agrr = Cc/Cr, donde Cc es la concentracion del isémero cerrado en el equilibrio y

Cr es la concentracion total del DHA.

1.2.3 Modificacién de las propiedades fotoquimicas

Inspirados en el fotocromismo reversible y la resistencia a fatiga durante cientos de ciclos de
fotoconversidn, varios grupos se dedicaron a investigar las propiedades de los DHAs durante
casi dos décadas en busqueda de controlar y modificar sus propiedades fotoquimicas. Los

descubrimientos m4s relevantes a este proyecto se describen a continuacion.

Rendimiento cuantico de fotociclacion

Uno de los factores limitantes para lograr un mayor rendimiento cudntico de la reaccién
de fotociclacién es la proporciéon de isémer abierto paralelo que no puede sufrir una
isomerizacioén. Se propusieron varias estrategias para retener el DHA abierto en su forma
anti-paralela: inclusién en la cavidad de ciclodextrina, restringiendo el movimiento de la
molécula; ' inclusién en una cadena polimerica extendida que favorece la conformacién
anti-paralela;!” sustituyentes voluminosos en posiciones 2 y 2’ para impedir estéricamente la
formacién del conférmero paralelo. '%!° También se puede controlar la estabilidad del isémero

0

paralelo, via puentes de hidrégeno o puentes disulfuro intramoleculares,?® o influenciar el

equilibrio entre los dos conformeros secuestrando el conformero paralelo con sacdridos?!' o

iones metalicos. 22

Rendimiento cuantico de fotoreversion

La eficiencia de fotoreversion se puede disminuir ubicando sustituyentes donores de
electrones en los extremos 6 y 6’ del DHA, ya que la inyeccién de electrones al sistema
conjugado 7 estabiliza el isémero cerrado.?® Si los sustituyentes se introducen en 2 y
2’, su ubicacién mds cercana al centro reactivo aumenta el efecto que tienen sobre la
fotoquimica: electro-atractores aumentan el rendimiento de cicloreversiéon al doble mientras
que electro-donores lo disminuyen en un orden de magnitud.?* Estas sustituciones tienen
mads impacto en los niveles energéticos del isémero cerrado, por ende no se aprecian grandes

cambios en la eficiencia de fotociclacion ya sea con atractores o donores de electrones.
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El rendimiento de fotoreversién también es dependiente de la temperatura y de la longitud de
onda de irradiacion debido a la existencia de una barrera de activacién que tiene que superar
el isémero cerrado excitado para llegar a la IC (Esquema 1.8). A mayor temperatura se supera
mds facilmente esta barrera, y aumenta el rendimiento. !> La longitud de onda de irradiacién
correlaciona de la misma manera con el tamafio de la barrera energética: > lontigudes de onda

menores proporcionan mas energia vibracional, facilitando la formacién del isémero abierto.

Rendimiento cuantico de fotodegradacién

El isémero cerrado del DHA sufre una reaccidn irreversible de fotodegradacién bajo
irradiaciéon con UV que modifica el centro reactivo, generando un producto no fotocrémico.
Se ha demostrado recientemente que grupos atractores de electrones ayudan a disminuir el

26 11

rendimiento de la fotodegradacién,?® asi como también el anillo de carbonos'! o azufres?®

perfluorados. También se ha demostrado la capacidad de reducir la fotodegradacion induciendo

la fotociclacion a partir del estado triplete con un sensibilizador organico. 2

1.2.4 Solubilizacion

Para muchas aplicaciones en microscopia celular, y en particular para el estudio de procesos
en tiempo real, es necesario que las sondas fluorescentes sean compatibles con el medio
bioldgico. Esto significa que deben ser solubilizadas en agua y conservar ahi las propiedades
fotoquimicas correspondientes. Algunas moléculas orgdnicas pequefas pueden presentar
ciertos desafios a superar: decaimiento del estado excitado por interaccién con moléculas de
solvente polar; grandes estructuras hidrofébicas; requerimientos de pH o condiciones redox
incompatibles con el medio celular. Los DHASs son conocidos por su pobre solubilidad en agua,
debido a la hidrofobicidad de la estructura heteroarilica. Dentro de las estrategias utilizadas
para su solubilizacién hay métodos covalentes y no-covalentes, y se describen brevemente a

continuacion.

La inclusién en ciclodextrina de DHAs no solo tiene la propiedad de favorecer el isémero
abierto anti-paralelo,?’ sino que ademds la estructura tipo barril de la ciclodextrina proporciona
un ambiente hidrofébico en su interior para protejer al DHA del entorno acuoso, y residuos
hidrofilicos en el exterior para una interaccién favorable con el solvente. DHAs de distintas
estructuras se lograron solubilizar de esta manera en agua,'® confirmandose por RMN que
de hecho el isdmero abierto anti-paralelo se encontraba incluido en la cavidad y que se
conservaban las propiedades de fotoconversion. Otros cavitandos también se han utilizado

con resultados parecidos.?® También se logré solubilizar un DHA pequefio por adsorcién a la
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29

superficie de la albimina humana,” con la particularidad de que la quiralidad de la albimina

se transfirio a la fotoconversion del cromoforo.

La modificacién covalente de DHAs con sustituyentes hidrofilicos es otra técnica exitosa de
solubilizacién. Polyakova et al. solubilizaron un ditienileteno en agua modificindolo con
grupos sulfito, con la desventaja de una ruta sintética larga.® En el 2013 se publicaron casi
simultdneamente trabajos de dos grupos que derivatizaron DHAs con sacdridos: Tong et al.
modificaron su croméforo con glucosa mediante una reaccion tipo click;3!' y Shoji et al. con
cadenas de polietilenglicol e inositol.3> Ambos lograron una alta solubilidad de sus compuestos
en soluciones acuosas en relativamente pocos pasos de sintesis. La capacidad de las unidades
de sacdridos de solubilizar a sus moléculas dependen de la distancia entre el sacdrido y el
centro heteroarilico: al aumentar el niimero de unidades de fenilo entre el DHA vy el sacérido,

la solubilidad disminuye exponencialmente. 33

Al modificar algunos DHAs con cadenas de polietilenglicol de distintos largos, las
moléculas no permanecen libres en solucién sino que se agregan para formar asemblados
supramoleculares o estructuras tipo membrana.3*3 Los residuos hidrofilicos se acomodan
en el exterior del ensamblado y los centros de reaccién prefieren el entorno hidrofébico
en el interior. Mientras a bajas temperaturas los ensamblados son solubles, al aumentar la

35 e tornan turbias las soluciones, indicando un cambio en la

temperatura®® o al isomerizar
solubilidad poco apto para aplicaciones celulares. Grupos alquilicos o arilicos en serie unidos
a los diariletenos favorecen la formacién de ensamblados supramoleculares tipo fibrilares o
cristalinos que o se desarman o cambian de conformacién macroscépica al fotoconvertir el
fotocrémico.3” Los agregados conservan la fotoquimica de los diariletenos pero no son aptos

como sondas para microscopia.

Las nanoparticulas también se han usado como plataforma de solubilizacién de DHAs.
Nanoparticulas de polimeros biocompatibles® y nanoparticulas de silica*® se pueden dopar o
conjugar con DHAs, transfiriéndolos efectivamente a soluciones acuosas mientras se conservan
sus propiedades. Distintos grupos recubrieron nanoparticulas con capas de polimeros, tal de
generar entre las capas un espacio hidrofébico adecuado para el croméforo. Se solubilizaron
de esta manera DHAs con nanoparticulas de NaYF; dopadas con lantanidos,*’ y con
nanoparticulas semi-conductoras tipo core-shell.*! Existen muchos ejemplos de nanoparticulas
con distintos croméforos o fluoréforos, y cada uno tiene una combinacién dnica de las
propiedades de las nanoparticulas con la fotoquimica de los DHAs, lo cual hace muy versétil

este tipo de plataformas.
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1.3 Diheteroariletenos fluorescentes

1.3.1 Estructura, espectros y origen de fluorescencia

El isémero abierto del DHA bésico 1 de la Seccién 1.2 tiene un rendimiento cudntico de
fluorescencia (®r) de 0,012. En el afio 2005 el grupo de Yang, Ahn y Kim descubrieron
que al oxidar los sulfuros resultaba fluorescente también el isémero cerrado 2C*? con Dy
= 0,011 (Esquema 1.9). En el 2008 el mismo grupo logré aumentar la fluorescencia de la
especie cerrada sintetizando 3 con sustituyentes voluminosos en las posiciones 2y 2’ y grupos
acetilo en posiciones 6y 6’, con @ de 3C de 0,52.%3 La fluorescencia del isémero abierto 3A
se volvid irrelevante y se comenzé a hablar de un DHA fluorescente solamenta en la forma
cerrada. Luego, en el 2011, el grupo de Irie consiguid un valor de ®; de 0,87 con grupos etilo

en posiciones 2 'y 2’ y fenilos en 6 y 6’ (4C).!

A raiz de estos trabajos surgi6 el interés en
los diheteroariletenos oxidados (DHAQOs) como potenciales fluoréforos foto-modulables para

aplicaciones en microscopia de super-resolucién y dispositivos de memoria dptica.

Esquema 1.9: Estructura basica de un DHA oxidado.
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En la Figura 1.2 se pueden apreciar las diferencias entre los espectros de absorciéon y emisiéon
de 1 y 4, en representacion de los DHAOs. Mientras el isomero abierto de 1 es fluorescente
(Figura 1.2B) al excitar a 315 nm y emite alrededor de 436 nm, ! el isémero cerrado de 4 es la
especie fluorescente, emitiendo a 550 nm al excitar con 488 nm. '* La fluorescencia de 4C viene
acompafiada de un corrimiento en los maximos de absorcién y emision: el isémero abierto
absorbe a longitudes de onda mayores al oxidar el DHA, a pesar de que sigue absorbiendo
unicamente en el UV; la banda de absorcién a 530 nm de 1C parece correrse hacia el azul y 4C
absorbe a 450 nm; el maximo de emision para 4C estd corrido al rojo respecto al del isémero
abierto de 1. Ademds, hay un aumento notable del grado de fotoconversion, que llega al 99%

para 4. ;A qué se deben estos cambios?

Cilculos tedricos realizados por Jeong ef al.'> (Esquema 1.10) revelan las diferencias entre
los niveles HOMO y LUMO de 1C y 2C y ayudan a interpretar los cambios espectrales. La
densidad electrénica del HOMO de 1C estd distribuida homogéneamente sobre la molécula;
en particular, hay densidad electrénica concentrada sobre los sulfuros, de signo opuesto a las
nubes localizadas en dtomos adyacentes, generando nodos entre estos dtomos. En el HOMO
de 2C la presencia de los d4tomos de oxigeno abstrae la densidad electrénica de los sulfuros,
reduciendo asi el impacto de los nodos y estabilizando el HOMO. A la vez, el LUMO tanto de
1 como de 2 no presenta particular concentracién de densidad electrénica sobre los sulfuros,
entonces la presencia de oxigenos no modifica especialmente la energia de estos niveles. Al
disminuir la energia del HOMO y mantenerse la energia del LUMO, se corre la banda de

absorcion del isémero cerrado hacia el azul.

El corrimiento de aproximadamente 50 nm de la banda de absorcién del isémero abierto de 1 a

4 hacia el rojo correlaciona con la extension de la conjugacién del sistema 7. Por otro lado, el
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Figura 1.2: A) Absorcién de 1: isémero abierto (linea punteada), estado fotoestacionario (linea
rayada), isémero cerrado (linea continua). B) Emisién de 1: isémero abierto (linea sélida), estado
fotoestacionario (linea rayada), isdémero cerrado (linea punteada). C) Absorcién de 4: isdmero abierto
(linea punto-raya), estado fotoestacionario (linea rayada), isémero cerrado (linea continua) y emisién
del estado fotoestacionario (linea verde). Adaptado con permiso de Jeong et al'> (A, B) y Uno et al'*
(C). Copyright 2016 Elsevier y Copyright 2016 American Chemical Society.
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Esquema 1.10: HOMO (abajo), LUMO (arriba) y la diferencia energética entre los dos orbitales para
1 (derecha) y 2 (izquierda). Adaptado con permiso de Jeong et al.'> Copyright 2016 Elsevier.

corrimiento de la fluorescencia hacia el rojo se relaciona con la longitud de onda de excitacion:

el isémero abierto de 1 se excitaba a 315 nm, mientras que el 4C se excita a 450 nm.

1.3.2 Fotoquimica

Hasta el momento no se han caracterizado en tanta profundidad a los DHAOs como a
los no-oxidados, y no hay estudios computacionales disponibles en la literatura como para
sacar conclusiones s6lidas respecto de las superficies de energia potencial involucradas en su
comportamiento fotoquimico. No obstante, sobre la base de los diagramas de energia de los
DHAs detallados en la Seccién 1.2 se pueden ofrecer hipdtesis razonables para explicar los

datos experimentales.

Una vez excitado el isémero cerrado de, por ejemplo, el compuesto 4, la energia en exceso
debe ser liberada de alguna manera, y hay solo tres caminos por los cuales se logra esto:
decaimiento no-radiativo, emisién de luz, o el camino hacia la IC y consecuentemente la
reaccion de fotoreversion. Por ende, el aumento en el rendimiento cuantico de fluorescencia de
4C debe ser balanceado por una disminucién en la constante de alguno de los otros procesos;
ciertamente, mientras el ®c_,4 de 1C es de 0,28,'% el d_,4 de 4C es casi tres érdenes de

magnitud menor (0,0004). 14

Hay una diferencia considerable entre el ®¢_,4 de 4C y el de 2C
(igual a 0,061), y esto se debe a la estabilizacion extra que le proporcionan los dos grupos

fenilo y su correspondiente extension del sistema 7 al isémero cerrado.
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Los rendimiento cudnticos de fotociclacién de los DHAOSs son parecidos a los de 1: ®4_,¢c =
0,31 para 1; 0,22 para 2; 0,40 para 3; 0,42 para 4. Esto indica que la diferencia energética
entre los isémeros abiertos fundamental y excitado no se ve afectada por la oxidacién de los

sulfuros.

Con estos datos se puede explicar el aumento en el grado de fotoconversion indicado en la
Seccion 1.3.1: agrg= 0,43 para 1 mientras agrg= 0,99 para 4. A pesar de que el coeficiente
de absorcién molar de 4C es apreciable a la longitud de onda de fotociclacién, el ®¢_,4 es
6rdenes de magnitud menor que el ®4_,¢, y la reaccién de fotoreversion simplemente no es

suficientemente eficiente como para competir con la fotociclacién.

1.3.3 Efecto de sustituyentes

En busqueda de mejorar las propiedades fotoquimicas de los DHAOs, Jeong et al. publicaron
el primer efecto de sustituyentes en el 2008.** La molécula 3 present6 longitudes de onda
de absorcién y emisién corridas al rojo respecto de 2 gracias a los grupos heptilo en las
posiciones 2 y 2’ y grupos acetilo en 6 y 6’. En el 2011, Uno et al. ofrecieron un estudio
mas detallado del efecto de los sustituyentes en 6 y 6°, en particular con grupos fenilo y
tienilo funcionalizados.'* Al extender la conjugacién del sistema 7 con grupos fenilo, la
longitud de onda de absorcién de todos los isémeros, pero particularmente el isémero cerrado,
se corrié hacia el rojo. Los rendimientos cudnticos de fotoreversién disminuyeron y el
rendimiento cudntico de fluorescencia aumentd. Grupos tienilo tuvieron un mayor efecto sobre
el corrimiento de las bandas de absorcion, pero el rendimiento cudntico no fue tan alto y los
rendimientos de fotoconversion disminuyeron. Adicionalmente, los DHAOs funcionalizados
con grupos tienilo presentaron fotodegradacion comparable con otros fluoréforos comerciales

como la rodamina o la fluoresceina, y mucho mayor que con grupos fenilo.

En el 2012 el mismo grupo publicé un trabajo donde estudiaban el efecto de sustituyentes
alquilicos en 2 y 2°.* Al aumentar el largo de la cadena alquilica de metilo a n-butilo,
los maximos de absorcién y rendimientos cudnticos de fotoconversién no sufren grandes
modificaciones, pero si aumenta el rendimiento cuantico de fluorescencia desde 0,64 para
metilo a 0,87 para etilo, y luego se mantiene para n-propilo y n-butilo. Sospechando que
el sustituyente en posicién 2 y 2’ tenia algin efecto sobre el entorno de los sulféxidos, se
midieron las propiedades fotoquimicas en solventes de diferente polaridad. Se observd que
el tiempo de vida media de fluorescencia no era tan susceptible a la polaridad del solvente
con el grupo etilo (3,2 ns en hexano y 2,7 en acetonitrilo)) pero si lo era con metilo (2,7 ns
en hexano y 0,55 en acetonitrilo). Ademds, el aumento de la constante de decaimiento no

radiativo era mucho menor para etilo (2,4 x 107 s~ en hexano y 1,1 x 103 s~! en acetonitrilo)
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que para metilo (5,7 x 107 s~! en hexano y 1,5 x 10° s~! en acetonitrilo). Se postulé que los
sustituyentes en 2 y 2’ defienden a los grupos sulféxidos de interacciones desfavorables entre
estos grupos y las moléculas del solvente. Sin esta proteccidn, la constante de decaimiento no
radiativo es mayor cuanto mds polar el solvente debido a la eficiente desactivacion del estado
excitado por interacciones intermoleculares. Se adopté el modelo energético de la Seccién
1.2 para arribar a estas conclusiones, asumiendo que el perfil energético general para DHAs y
DHAGO:s es similar.

Recientemente se publicé la modificacién de un DHAO fluorescente donde se reemplazé el
ciclo perfluorado por dos grupos ciano sobre el etileno.*® El espectro de absorcién del isémero
abierto se extiende hasta 460 nm (aunque con coeficientes de absorcién molar menores a 10°
M~'ecm~! a partir de ~ 430 nm), haciendo posible la fotociclacién con luz visible en lugar de
UV.

No se encuentran trabajos de solubilizacién de estos compuestos en la literatura, ni tampoco
trabajos aplicados donde los DHAOs se utilicen como sondas para sistemas bioldgicos. No
obstante, las propiedades fotoquimicas de estos compuestos son de interés como futuras sondas
para microscopia de fluorescencia de super-resolucién.*”#4% A continuacién se detallan los
fundamentos de la microscopia de fluorescencia, y los requisitos de fluoréforos y limitaciones

de los DHAOs para este tipo de aplicaciones.

1.4 Microscopia de fluorescencia

1.4.1 Fundamentos y técnicas convencionales

La microscopia de fluorescencia es una técnica que permite observar y localizar estructuras
sub-micrométricas con un maximo de versatilidad y un minimo de dafio irreversible a la
muestra. La capacidad de marcar independientemente diferentes partes de una célula con
anticuerpos o sondas sintéticas y luego visualizar los marcadores con una alta relacién
sefial-ruido ha permitido a bidlogos y bioquimicos estudiar procesos intracelulares con un nivel
de detalle sin precedentes. El microscopio tradicional mas comtn es el de epifluorescencia,
que utiliza iluminacién de campo amplio para excitar la muestra. La fluorescencia se colecta
nuevamente a través del objetivo y la imdgen que se obtiene estd formada por puntos de luz,

provenientes de cada fluor6foro, limitados por diffracion.

Al atravesar una lente perfecta con una apertura circular, el patrén de difraccion de luz que se
forma en el foco se denomina el patrén de Airy>° y se muestra en la Figura 1.3. Consta de un

disco central brillante y anillos concéntricos de menor intensidad. El disco central del patron
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Figura 1.3: Intensidad del patrén de Airy en escala logaritmica.

se llama el disco de Airy, y sus dimensiones estdn determinadas por la longitud de onda del

haz de incidencia y el didmetro de la apertura circular. En 1835, Abbe describi6 este limite de

difraccién de la luz>! como:

A A
d= 21 sin6 T 2NA (1.D

donde d es la minima distancia de resolucién de dos puntos, A es la longitud de onda, 1 es
el indice de refracciéon del medio, 6 es el dngulo de incidencia del haz y NA es la apertura
numérica del objetivo. Para un haz verde de 500 nm y una NA = 1, el limite de Abbe es
aproximadamente 250 nm lateralmente (en los ejes x e y) y alrededor del doble axialmente
(eje z, paralelo a la direccidn de luz incidente). El limite de Abbe significa que una molécula
fluorescente con un diametro aproximado de 2 nm va a aparecer como un punto de diametro
200 nm en la imdgen. Claramente, la pérdida de informacién debido a la falta de resolucidn es

muy grande.

La funcién de dispersion de un punto (PSF, del inglés) es el patrén de difraccién que genera
una fuente de luz puntual transmitida al plano de la imdgen a traves de un objetivo de alto
NA. En el caso de usar una lente perfecta y una apertura circular, la PSF tiene la misma forma
que el patrén de Airy. Si se utiliza el mismo objetivo para la iluminacién de la muestra y la
recoleccién de la imdgen, la PSF equivale al patrén de iluminacién de la muestra. La region
central de la PSF (el disco de Airy) se puede aproximar a un perfil Gaussiano para facilitar el
andlisis estadistico de la imagen.

Una de las primeras mejoras en la resolucién se consiguié con la invencién del microscopio
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de barrido confocal (CLSM?>?). La luz recolectada por el objetivo es enfocada en una pequeiia
apertura, tal que se restringe la luz que pasa a traves de esta apertura a aquella proveniente

exactamente del punto focal,>?

reduciendo contribuciones de fuentes de luz fuera del plano
y aumentando la resolucién en un factor de aproximadamente 1,5. Aun asi, no se pueden
resolver protefnas y estructuras intracelulares individuales con esta técnica, y es necesario

utilizar técnicas que logren una mayor resolucién.

1.4.2 Técnicas de super-resolucion

En las ultimas décadas se desarrollaron varios microscopios que vencen el limite de difraccion
de Abbe. Se denomina al conjunto de estos métodos microscopias de fluorescencia de
super-resolucion. Estas técnicas se pueden dividir en tres clases principales: microscopia
de campo cercano; microscopia de excitacién con patrones espaciales; y microscopia de

localizacion de moléculas individuales.

La microscopia de campo cercano mejora la resolucién para superficies, usando o bien
reflexién total interna (TIRF>* - las siglas para cada técnica provienen de sus nombres en
inglés) para minimizar sefiales que se encuentren fuera de foco, o bien iluminando la muestra

desde distancias suficientemente cortas como para evitar totalmente la difraccion (NSOM 33),

La microscopia de excitacion con patrones espaciales se puede subdividir en dos técnicas:
la microscopia por agotamiento estimulado de emisién (STED,®) y la microscopia de
iluminacién saturada estructurada (SSIM>7). En la microscopia STED un punto de la muestra
es iluminado por un haz de excitacién, seguido rdpidamente por un laser de agotamiento
estimulado en forma de dona, forzando emisién concurrente y agotando la fluorescencia en
ese drea, permitiendo la deteccién de emisidn tnicamente desde un punto céntrico de tamaiio
menor al original. La técnica de STED ha logrado una resolucién de ~ 30 nm,’® que representa
un aumento de resolucién importante comparado con las técnicas de microscopia tradicionales.
En SSIM se ilumina la muestra con un patrén sinusoidal de intensidad de fase variable,>’ que
permite extraer informacién espacial con frecuencias mayores a las normalmente observables.
Si ademas se satura el estado excitado del fluoréforo aumentando la intensidad en el méximo
de la sefial sinusoidal, se obtiene una respuesta no-lineal de la emisién del fluoréforo. En
combinacidn, se aumenta la resoluciéon mas de 2 veces en comparacién con el limite de Abbe,

hasta una resolucién lateral de 50 nm.>’

Por ultimo, la microscopia de localizacién de moléculas individuales se basa en la excitacién
al azar de moléculas individuales en una muestra, de tal manera de lograr una determinacién
precisa de la localizacién de los emisores.*® La clave para la precisién de esta técnica

es minimizar el error de cada determinacion, acumulando un gran nimero de fotones de
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cada punto que aparece en la imagen (cada punto corresponde idealmente a una molécula).
Teodricamente una resolucién de 1-2 nm es posible recolectando 10.000 fotones de cada
molécula, pero para lograr esto el fluoréforo debe ser lo suficientemente estable como
para sufrir 10.000 ciclos excitacién-emision antes de fotodegradarse. En la microscopia de
localizacién fotoactivada (PALMO9%01) se utilizan mutantes de proteinas fluorescentes (PF)
como la GFP#%:92:63 (PF verde) fotoactivables, 4939 reversiblemente fotomodulables®”:%8 o
cuya emisién cambia de longitud de onda®:’" tras una activacién. Las transformaciones
fotoquimicas son en general isomerizaciones cis-trans del cromdforo dentro del barril tipo
beta de la proteina, que modifican los puentes de hidrégeno formados entre el croméforo y
el barril y modulan las propiedades espectroscépicas y fotoquimicas de los fluoréforos. Las
fotoconversiones ocurren al irradiar con luz UV o visible de energia adecuada. Tanto PFs como

moléculas pequeias organicas %!

y quantum dots (QDs) «parpadean» espontdneamente al ser
irradiados (en el caso de los QDs”? y las PFs%?) o bien en condiciones adecuadas de pH y en
presencia de agentes reductores (por ejemplo los derivados de cianinas’?). El parpadeo se
observa gracias a la transicion S — 77, que lleva el sistema a un estado triplete oscuro y con
mayor tiempo de vida media, regulando asi el tiempo que lleva encendido (7,,) y apagado (7, 77)
el fluor6foro. Este fendmeno se utiliza en la microscopia de reconstruccién éptica estocdstica
(STORM %), capaz de localizar fluoréforos multicolor con una resolucién de ~ 25 nm.’%73

En el laboratorio del Dr. Thomas Jovin se viene desarrollando hace mds de una década el
microscopio de arreglo programable’®’” (PAM, Esquema 1.11). Este microscopio utiliza
un arreglo de micro-espejos digitales (DMD) que estd situado antes del objetivo. El haz de

luz es reflejado del DMD e impacta a la muestra con un patrén dado por el arreglo de los
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Esquema 1.11: Disefio 6ptico del microscopio de arreglo programable de 3ra generacién. Reimpreso
con permiso de De Beule et al.”® Copyright 2016 SPIE.
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espejos. La fluorescencia de las moléculas localizadas en los espacios luminosos del patrén
pasan nuevamente por el DMD, y la luz se divide en dos: luz conjugada, que incide sobre los
espejos «encendidos», y luz no-conjugada, que incide sobre espejos «apagados». Mediante
iluminacién estructurada de la muestra, la luz proveniente del foco se recupera de las imdgenes
conjugadas y no-conjugadas, cuya diferencia rinde una imagen con resolucidén axial similar a
un sistema confocal de barrido, pero en este caso con iluminacién de campo amplio. Como
consecuencia, el PAM permite una velocidad de adquisicién muy superior (10-100x) a la de
microscopia confocal y se obtienen imagenes de mayor intensidad debido a que se evita la
saturacion que limita la mixima irradiancia posible en sistemas de barrido y al bajo ruido
de lectura y la alta sensibilidad y linearidad que caracterizan a las cdmaras digitales emCCD
y sCMOS. Ademds, la capacidad de iluminacién estructurada programable permite excitar
unicamente las dreas de la muestra que interesan, y limitar asi la fotodegradacion de regiones
que no son de interés, o que estdn sobrepobladas de fluoréforos. Con fluoréforos adecuados y
rutinas de iluminacién programadas se pueden idear métodos que lleven la resolucion de este

microscopio mucho mds alld de la resolucién confocal.

1.4.3 Requisitos de fluoroéforos

La microscopia de fluorescencia tiene la necesidad inherente de que haya en la muestra
una molécula que emita luz. Los fluoréforos pueden ser moléculas orgdnicas pequeiias,
nanoparticulas metélicas, semi-conductoras o poliméricas, o proteinas fluorescentes. Para
obtener una imdagen nitida con técnicas convencionales de microscopia, idealmente los
fluoréforos tienen que ser brillantes y estables frente a la luz: es decir, grandes coeficientes
de absorcién molar €, altos rendimientos cudnticos de fluorescencia ® y bajas constantes de
fotodegradacion. Para su aplicacién en muestras bioldgicas vivas, deben ser compatibles con
el medio acuoso, resistentes a la oxidacién u otras reacciones que pueden tener lugar en el
medio celular, y es preferente que se puedan excitar dentro del rango de luz visible o en el
infrarrojo (sistemas de dos fotones), para provocar el menor dafio posible a la célula. En el
caso de muestra bioldgicas fijas (permeabilizadas y montadas con un medio acuoso tipo gel o
polimérico) los fluor6foros deben ser compatibles con el medio de montaje. Para aplicaciones
de super-resolucion y localizacién de moléculas individuales, el tamafio también importa: las
dimensiones de la particula fluorescente no deben ser mayores a la resolucién deseada y/o las

dimensiones de la estructura a observar.

Uno de los desafios mds importantes para la super-resolucién,”® y uno de los requisitos
esenciales de técnicas como PALM, STORM, y otras técnicas de localizacién de moléculas
individuales, es que el fluoréforo se pueda encender y apagar de forma controlada, o al azar

con pardmetros conocidos. Cuando en la muestra hay dos fluoréforos situados a una distancia
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menor del limite de difraccién el uno del otro, es necesario poder encender selectivamente uno
primero, colectar suficientes fotones para su localizacién, y luego recién apagar este y encender
el segundo fluoréforo. La relacién de moléculas encendidas a apagadas, caracterizado por las
constantes k., y ko rr, se puede controlar variando la intensidad de luz de fotoactivacién o la
composicion del medio (si es que la fluorescencia depende de alguna propiedad del medio, e;j.
agentes reductores u oxidantes). Controlar la relacién k,, /k, rr de fluor6foros estables es clave

para conseguir mayor resolucion en la microscopia de super-resolucion.

1.4.4 Limitaciones de diheteroariletenos y desafios

En consonancia con los requisitos de los fluor6foros para aplicaciones en microscopia de
super-resoluciéon se puede definir entonces cuales son los factores limitantes de los DHAOs

como sondas para estas técnicas. Se enumeran a siguiente los correspondientes desafios:

1. Los DHAOs se excitan efectivamente en el rango visible, pero la fotociclacién para
activarlos a la forma cerrada requiere de excitacién en el UV. Esto es un problema para
aplicaciones celulares, en particular aquellas que requieran seguimiento en tiempo de real de

muestras vivas.

2. La solubilidad de los DHAs y DHAOs en soluciones acuosas no es apropiada para
aplicaciones con células vivas. Los crémoforos deben ser solubles en agua, o bien el blanco

celular que se quiera marcar debe participar en su solubilizacién.

3. Seria favorable conservar en agua el alto rendimiento cudntico de fluorescencia de los
DHAUO:s.

4. ;Se pueden explotar las propiedades fotoquimicas de los DHAs para disefiar sistemas con
comportamiento especificamente apropiado para aprovechar las capacidades de las distintas

técnicas de super-resolucion?

1.5 Objetivo de tesis

Los objetivos de esta tesis son: la optimizacién de las propiedades espectroscopicas y
fotoquimicas de los DHAOs para la microscopia de fluorescencia; el desarrollo de nuevos
fluoréforos que permitan conseguir mayor resoluciéon mediante el aprovechamiento de su
fotoconversion; y la utilizacién de las sondas generadas en aplicaciones celulares. El trabajo

realizado se divide en cinco capitulos:
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Capitulo 2: Estudio del efecto sustituyente sobre las propiedades fotofisicas y fotoquimica de
los DHAO:s.

Capitulo 3: Diseflo y construcciéon de un espectrofotdmetro de absorcién y emisién con

capacidades de irradiacién automatico.
Capitulo 4: Técnicas de solubilizacién de DHAOs.

Capitulo 5: Sintesis y planteo tedrico de un nuevo fluoréforo para mayor resolucién basado en
los DHAs.

Capitulo 6: Sondas basadas en DHAOs y sus aplicaciones en agregacidon de sinucleina y

microscopia celular con el PAM.

La tesis finaliza con las conclusiones del trabajo realizado, un apéndice con los detalles
del trabajo de sintesis y un segundo apéndice con el programa para las simulaciones de los

fluoréforos disenados.



Capitulo 2

Optimizacion fotoquimica de
diheteroariletenos

En la Seccion 1.4.3 se enumeraron los requisitos que deben cumplir los diheteroariletenos
oxidados (DHAOs) para servir como sondas para la microscopia de super-resolucion.
Idealmente, tanto la activacion como la desactivacion de la fluorescencia se deberia poder
llevar a cabo con luz visible, para reducir el dafio a las células, y también los rendimientos
cuanticos de fotoconversién deberian ser lo mas altos posibles, para reducir los tiempos de

exposicion de las muestras a la luz, o para poder trabajar con intensidades menores.

Afortunadamente, existe una abundante cantidad de literatura sobre los efectos de sustituyentes
sobre la fotoquimica de los diheteroariletenos (no oxidados), y se postulé que el efecto
en los DHAOs seria comparable. En la Seccién 1.2.3 se describieron los efectos de
sustituyentes de distinta naturaleza en posiciones 2 y 2°, 181924 y 6 y 6* 23 sobre las propiedades
fotoquimicas. Aunque el efecto sobre las propiedades de los diheteroariletenos es mucho
mayor al modificar las posiciones 2 y 2’, los DHAOs requieren que los sustituyentes en
esas posiciones sean capaces de ’proteger’ a las sulfonas de la interaccidon desfavorable con
moléculas del solvente,* y era conveniente estudiar entonces las posiciones 6 y 6’. El estudio

L 14

de Uno et al. ™" exploré mayormente el efecto de unidades fenilo y tienilo con poco énfasis en

grupos funcionales en esos anillos.

2.1 Eleccion de sustituyentes

Dados estos antecedentes, se decidi6 estudiar el efecto de grupos funcionales en para de anillos
fenilo en posiciones 6 y 6’. Para modificar sustancialmente los rendimientos cuénticos de
fotoconversion o las longitudes de onda de absorcion, habia que modificar sustancialmente los

niveles energéticos de los isémeros del DHAO, y se planteé que esto se podria lograr a través

23
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de la incorporacién de grupos funcionales dadores o atractores de electrones. Se seleccionaron
entonces grupos funcionales con un rango de capacidad electro-donora, descripto por la

constante de Hammett o”.

2.1.1 Constante de Hammett

La ecuacién de Hammett”® relaciona las constantes de equilibrio de la reaccién de ionizacién
del 4cido benzdico con la reaccién de ionizacién de dcidos benzdicos meta y para sustituidos.
Se puede derivar de esta relacién conclusiones acerca de la influencia del sustituyente en la
acidez del compuesto. La diferencia entre las constantes de equilibrio del 4cido benzdico
sustituido y no-sustituido se relaciona con la naturaleza del sustituyente y de la reaccién segin
la Ecuacién 2.1:

logK = logK® + op (2.1)

donde K es la constante de equilibrio con el sustituyente; K° es la constante de equilibrio
sin sustituyentes; o es la constante de Hammett del sustituyente y depende tnicamente de la
naturaleza del mismo; y p es una constante de reaccion, dependiente tinicamente de la reaccion,
la temperatura y el medio. La constante o refleja el grado de estabilizacién del benzoato
por efecto de resonancia o induccién de electrones; es decir, representa el cardcter dador o
aceptor de electrones del sustituyente. Se independiza asi esta propiedad de la naturaleza de
la reaccidn, y se pueden usar los mismos valores de ¢ para evaluar diferentes reacciones. La
constante de reaccion p para la ionizacién del 4cido benzéico se define como 1, y conociéndose
los valores de ¢ para una gama de sustituyentes se pueden derivar los valores de p para otras
reacciones. p representa la susceptibilidad de la reaccién al cambio de un sustituyente en

comparacién con la ionizacién del 4cido benzdico.

Mientras Hammett” y Taft er al.3° han compilado listas extensas de valores de ¢ para una
gran variedad de grupos funcionales, cuando se trata de grupos no incluidos en estas listas se
puede recurrir al uso de pardmetros que reemplacen el 6 de Hammett. En particular, cuando
se quiere evaluar el cardcter electro-donor o -atractor de un sustituyente, se puede reemplazar
o por un ¢’ derivado de sefiales de RMN de dtomos adyacentes, ya que el desplazamiento
quimico de un 4tomo en un espectro de RMN refleja su entorno electronico. Se pueden utilizar
espectros de 'H, 13C, '°F, o cualquier otro niicleo conveniente segtin el caso.3:¥?Debido a la
disponibilidad de espectros de RMN de '3C se eligi6 utilizar estos para derivar un ¢’. Como
se defini6 en la Seccién 2.1, la estructura de un sustituyente representativo (Esquema 2.1)
es un fenilo sustituido, y su equivalente no-sustituido serfa un benceno. Se definié entonces
la nueva constante de Hammett, ¢’, utilizando los valores de desplazamiento quimico (&)

de los carbonos del benceno, y del carbono 4 (C4) del fenilo sustituido, en posicién para al
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3 2
Diheteroarileteno —4®17 Grupo Funcional
5 6

Esquema 2.1: Estructura general de un sustituyente.

sustituyente (Ecuacién 2.2).

,  8de'*Cdel CAdel sustituyente
N dde3Cdel benceno

2.2)

Un valor de 6’ > 1 implica un desplazamiento hacia campos magnéticos mas fuertes para el C4
debido a menor densidad electronica en ese carbono, e indica un caracter atractor de electrones
del sustituyente. Asi mismo, un valor de ¢’ < 1 indica que el sustituyente tiene mds bien

caracter electro-dador.

2.1.2 Grupos funcionales

Ademads de seleccionar los grupos por su cardcter electro-dador o -atractor, se buscaron grupos
funcionales que podrian ser facilmente modificados para incorporar otras funcionalidades, o
bien que se consiguieran precursores comerciales con otras funcionalidades incluidas. En
la Tabla 2.1 se detallan los grupos funcionales seleccionados, la razén de seleccién, y sus
respectivas constantes de Hammett. El valor de ¢’ se calcul6 segtin Ecuacién 2.2 y los valores
de desplazamiento quimico se obtuvieron de la Base de Datos Espectrales para Compuestos

Orgdnicos®’ y de literatura relevante. 3*

2.2 Sintesis

Se agradece el apoyo especial de la Dra Luciana Giordano durante esta etapa de sintesis de los
DHAGOs.

2.2.1 Ruta sintética

La sintesis de los DHAOs se detalla en el Esquema 2.2. La sintesis comienza con cuatro pasos
iniciales de reaccidn para sintetizar el DHA oxidado e iodado 8, el precursor en comtn de todos

los productos finales, y se incorporan luego los diversos sustituyentes mediante reacciones de
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Tabla 2.1: Seleccion de grupos funcionales.

Grupo Funcional o’ Criterio de seleccion:
g—:N 1.04 Electro-atractor extremo
O . .
H 1.05 Reacciona con aminas
H
O . . . .
§_</ 1.02 Derivados comerciales disponibles
HN—
0 . .
HN-S— 1.00 Grupo amino protegido
(0]
g — 1.00 Derivados comerciales disponibles;
modificacién por reaccién Click
g—o 0.95 Derivados comerciales disponibles;
\ar ' susceptible a sustitucién nucleofilica

% I, HslOg / A ! 1) n-BuLi, THF, -78C, 1h O

57 ~CHz ACOH:H0:HSO,4

3
sTom D e
100:20:3 7
5 6 F F
F F

1h,-78C; -->TA

(HO)ZBOX

— .

Pdy(bda)z, P(CeH11)3
THF, K,CO3 (ss)

o
PA(OAC),, K2CO3
THF:EtOH:H,0
3:3:2

I3, HslOg, H2SO4
—_—

[e] o (o)
_ 5 — o]
T N
H H

9 10 1 12 13 14

=

Caréacter donor de electrones creciente

Esquema 2.2: Sintesis de DHAOs con sustituyentes dadores y atractores de electrones.
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acoplamiento de Suzuki. Se estudi6 el efecto sustituyente sobre el diheteroarileteno con grupos
metilo en los carbonos reactivos, a pesar de haberse publicado durante el afio de comienzo de
la tesis que el grupo etilo aumentaba el @, 14 porque esta ruta sintética ya estaba desarrollada
en el grupo de trabajo, y el efecto del sustituyente se esperaba que fuera el mismo para ambos

metilo y etilo.

Precursores

Se comenz6 por la iodacién oxidativa del reactivo comercial 2-metilbenzotiofeno (5) en medio
dcido para favorecer la reaccién del heterociclo levemente desactivado. La conmutacién del
1(0) y I(VII) es acelerada por el medio 4cido, y la sustitucién electrofilica se da sobre la
posicién 3 para generar 6. La reaccion es cuantitativa, perdiéndose un porcentaje minimo
de producto durante la neutralizacién del exceso de iodo y la extraccién del producto.
Seguidamente se construye el centro reactivo del diheteroarileteno mediante una reaccidn
organolitica para dar 1. La posicién 3 de 6 es activada con n-butillitio y reacciona con
el carbono vinilico del perfluorociclopenteno 7. Dos ataques electrofilicos resultan en la
formacion de 1, cuya presencia es detectada facilmente por cromatografia en capa delgada
(CCD) gracias a su fotocromicidad: al iluminar una mancha incolora de 1 con luz ultravioleta

(UV), esta se torna violeta, y el color permanece una vez apagada la luz.

Una vez generado el diheteroarileteno 1, este se oxida con agua oxigenada en medio acido
de manera cuantitativa. Algo de producto precipita en el medio de reaccién y se induce la
precipitacién del total del producto enfriando la solucién. El precipitado es coloidal y se
filtra con dificultad, reduciéndose asi el rendimiento al 80% aproximadamente. Se pueden
neutralizar las aguas madres y extraer con diclorometano (DCM) para obtener un rendimiento
un poco mayor si la filtracidn fue poco efectiva. Al igual que 1, la formacién de 2 se detecta
facilmente por CCD, ya que el mismo es fotocromico y ademds es fluorescente en la forma
cerrada: al iluminar con luz UV, no solamente se torna rosa la mancha de producto sino que

ademas fluoresce.

A siguiente se iodaron las posiciones 6 y 6 del DHAO 2, nuevamente mediante una iodacién
oxidativa, en condiciones mds fuertes que aquellas usadas para la iodacién de 5 debido a que los
heterociclos de 2 estin fuertemente desactivados por el anillo fluorado. Si la neutralizacién y
extraccion son efectivas, se obtiene el producto cuantitativamente. La presencia de los ioduros

torna amarillo el isémero cerrado del producto, y este se identifica rdpidamente por CCD.

Caracterizacion de 8 por RMN

Al caracterizar el producto 8 por resonancia magnética nuclear (RMN) se observan sefiales

provenientes de las tres estructuras: el isémero cerrado (C), y los dos conférmeros paralelo (P)
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y anti-paralelo (AP) del isémero abierto. En la Figura 2.1 se pueden apreciar las estructuras de

los isémeros y las sefiales de RMN de 'H correspondientes a los distintos isémeros.

El compuesto 8 tiene 3 pares de H aromadticos equivalentes en las posiciones 4y 4’, 5y 5°, 7
y 7’. Es llamativo entonces que en la Figura 2.1B, correspondiente a la regién aromdtica de
una muestra de 8 previo a la exposicion de luz, haya 6 sefales; de izquierda a derecha (s =
singulete, d = doblete): s, s, d (J =8 Hz), d J =8 Hz), d J =8 Hz), d (J = 8 Hz). Las sefiales
se pueden agrupar de a pares (s, s), (d, d) y (d, d) y corresponden a los dos conférmeros del
isémero abierto. Al ser méds compacta la estructura del conférmero P, los dos heterociclos se
encuentran cuasi-superpuestos, y esto resulta en un apantallamiento de los protones relativo al
conférmero AP. Dentro de cada par de sefiales, aquella que se encuentra a  mayor corresponde
al conférmero AP, y la que se encuentra a § menor corresponde al conférmero P. En la Figura
2.1D se aprecia el mismo efecto para las sefiales de los metilos en posicién 2: nuevamente la
sefial a mayor & corresponde al conférmero AP. Integrando los dos picos correspondientes a los
conférmeros AP y P se puede conocer el porcentaje de 8 que corresponde a cada conférmero,
que en este caso es 49% AP, 51% P.

Al irradiar la muestra con luz UV, se produce la fotociclacion del isémero abierto al isémero
cerrado hasta llegar a un estado fotoestacionario. Los espectros de RMN de la regién aromatica
y de los metilos se aprecian en las Figuras 2.1C y E. Es notorio que surjan inicamente tres
seflales nuevas en la regién aromatica y una correspondiente a los metilos: el isémero cerrado

tiene un solo conférmero, por ende hay una sola sefial por cada H equivalente. Al integrar
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Figura 2.1: A) Estructura de los isémeros de 8. Sefiales de RMN de la forma abierta (B y D) y del
estado fotoestacionario (C y E). Flechas verdes indican sefiales del isdémero cerrado que aumentan;
flechas rojas indican sefiales de la forma abierta que disminuyen.
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ahora por la totalidad de los protones, cada sefial del isémero cerrado es mds intensa que las

que corresponden a los conférmeros abiertos.

Incorporacion de sustituyentes por acoplamiento de Suzuki

Los grupos fenilo con sustituyentes en para se incorporaron mediante acoplamientos de Suzuki
del precursor 8 con 4cidos bordnicos correspondientes (Esquema 2.2). El mecanismo de
reaccién comienza con la adicidn oxidativa de un sistema aromatico halogenado a un centro de
paladio, seguida por la transmetalacién de un segundo sistema aromdtico de boro a paladio,
y por ultimo una eliminacién reductiva para generar el acoplamiento de los dos sistemas
arilicos. Al igual que en todas las reacciones organometélicas, la naturaleza del ligando del
catalizador de paladio tiene una gran influencia sobre la velocidad de reaccién. Ligandos como

la trifenilfosfina (PPh3) o la dibenzilidenacetona (dba) son los mas utilizados.

Las condiciones de reaccién para el acoplamiento se tomaron inicialmente del protocolo
detallado por Uno et al. 14 donde se utilizaba el catalizador Pd(bda); con PPhs como ligando,
en una mezcla de tetrahidrofurano (THF) y una solucién saturada de K,COs3. Con estas mismas
condiciones, los rendimientos de reaccion fueron poco satisfactorios (40-70%), y los tiempos
de reaccién largos (hasta 24 hs). Ademds, se detectaban por CCD grandes cantidades de un

producto de descomposicién no identificado que no se lograba eluir de la linea de base.

Luego de una busqueda bibliografica para encontrar condiciones de reaccion aptas para acidos
borénicos con sustituyentes de distinta naturaleza electrénica, se evaluaron las condiciones
descriptas por Qiu et al.®> en el 2011 para acoplamientos de Suzuki con PdCl, y sin ligando.
Los autores describen rendimientos del 98-99% para el acoplamiento de bromuros de fenilo
con arilos con grupos en para desde fluor hasta metoxi. Se ajustaron las condiciones sutilmente
desde 50% etanol en agua descripto por los autores a 30% etanol y 40% THF en agua, para
adecuar el medio a la (in)solubilidad del compuesto 8 en solventes polares. Los resultados
fueron notorios: los tiempos de reaccién fueron de 30 minutos con rendimientos del 60-90%
- una mejora considerable respecto a los rendimientos anteriores. Entre las diferencias mas
importantes de los dos métodos, el segundo método utiliza una muy reducida cantidad de
catalizador de paladio, y una elevada cantidad de base (ver Tabla 2.2). Se estim6 que tanto
el mejor acceso al centro metdlico del catalizador por falta de ligandos voluminosos, el medio
monofésico de reaccidn, y el cardcter mas basico del medio aportaron a las mejoras observadas.
La base interfiere en la transmetalacion, formandose el 4cido bérico, y también en la formacién
del complejo de paladio. Es probable que en los acoplamientos de Suzuki realizados la
mayor basicidad haya favorecido mds de uno de estos procesos, aumentdndose la velocidad
y rendimiento de la reaccion. Se adoptaron estas condiciones de reaccidon para todos los

acoplamientos Suzuki posteriores.
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Tabla 2.2: Comparacién de condiciones de reaccion para los acoplamientos de Suzuki.

Reactivo Condiciones adaptadas Condiciones adaptadas
de Uno et al. ' de Qiu et al.®
Compuesto 8 leq 1eq
Acido Borénico 4eq 4eq
THF 7 mL 4 mL
Etanol - 3mL
H,0 - 2 mL
Catalizador Pd;(bda)s, 0,2 eq PdCl,, 0,005 eq
Ligando PPh;3, 0,5 eq -

K,CO3 0,4 eq 2eq

La purificacién de todos los compuestos de acoplamientos Suzuki se realiz6 mediante
cromatografia en columna, y se pudieron observar claramente los compuestos mientras eluian
gracias a su color amarillo-naranja. Los productos de reaccién eran mezclas del precursor
8 y los productos mono- y di-sustituidos. Los rendimientos informados en el Apéndice
A corresponden unicamente al producto di-sustituido. Ya que los productos, al igual que
el precursor, eran coloridos, cualquier efecto en los niveles energéticos que modifiquen la
absorcion o fluorescencia del compuesto se podian ver a simple vista: de hecho, el color de los
productos 9 a 13 era amarillo, mientras que el producto 14 con un sustituyente electro-dador,
era fuertemente naranja. Se estudiaron a siguiente las propiedades espectroscépicas y

fotoquimicas de los compuestos sintetizados.

2.3 Espectroscopia y caracterizacion

Las propiedades fotofisicas y fotoquimicas a determinar para los compuestos sintetizados (y

cualquier compuesto fotocrémico o fluorescente) son:

* Espectros de absorcién y emision (y excitacién, cuando corresponde) para ambos

isémeros

* Rendimiento cudntico de fluorescencia para el isémero cerrado, ®

Grado de fotoconversion en el estado fotoestacionario, Ogrg

* Cinética de fotociclacion y fotoreversion, con sus rendimientos cudnticos respectivos,

Py cy Pca
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* Fatiga durante ciclos de fotoconversién
* Resistencia a la fatiga bajo irradiacién con luz UV

¢ Constantes cinéticas de decaimiento del estado excitado: radiativo (k,), no-radiativo
(knr), fotoreversion (kc—,4) y fotodegradacion (k;, si es posible) asociadas al estado

excitado del isémero cerrado

Para facilitar la interpretacion de los resultados, a continuacién se describen brevemente los
métodos utilizados para determinar estos valores, y luego se presentan los resultados de la

caracterizacion de los compuestos descriptos en la Seccién 2.2.

2.3.1 Técnicas de caracterizacion
Espectros de absorcion y emision

Los espectros de absorcion se midieron con un espectrofotometro comercial (Varian) o con un
espectrofotdmetro de construccién propia (ver Capitulo 3), en el rango del UV a IR-cercano
(approximadamente 250 nm a 1000 nm). Las soluciones fueron siempre diluidas, con
concentraciones de alrededor de 10 (M, para evitar efectos de re-absorcion de la fluorescencia.
Los espectros de emision se midieron excitando la muestra en el maximo de absorcién (del
isémero cerrado) y midiendo la fluorescencia a partir de una longitud de onda conveniente
dados los parametros de medicién del equipo (ancho de rendijas de excitacién y emision).
Normalmente los espectros barren desde los 450 nm hasta los 750 nm. Los coeficientes de
absortividad molar, €, de los compuestos puros se calcularon realizando curvas de calibracion
con soluciones de concentracién conocida (masas conocidas de DHAO y volimenes conocidos
de solvente). La pureza de los compuestos se verificé con espectros de RMN (ver A). Los
espectros de absorcidn de los isémeros abiertos se obtuvieron fotorevirtiendo los compuestos
con luz de 445 nm, mientras que los espectros de los isémeros cerrados se obtuvieron 6 bien
de la separacion de los isémeros por HPLC con un detector de arreglo de diodos, 6 bien se

calcularon mediante el procedimiento detallado mds abajo.

Rendimiento cuantico de fluorescencia, ®

El rendimiento cudntico de fluorescencia se puede determinar de forma absoluta o relativa.
Determinaciones absolutas se pueden realizar Opticamente con una esfera integradora, por

calorimetria, actinometria o espectroscopia fotoactistica.3® La desventaja de estas técnicas
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es que requieren de equipamiento especializado. Las determinaciones relativas se pueden
realizar en un fluorimetro y solamente se requiere un fluoréforo estdndar para deducir el @,
del compuesto incdgnita por comparacién. Se miden los espectros de absorcion y de emisién

del compuesto incdgnita y el fluoréforo y se calcula el @ ¢ con la Ecuacién 2.3:

2
of el () (Ix L Dy 2.3)
- nref AX . Aref '
donde ref indica el fluor6foro estdndar, 71 es el indice de refraccidn, I es la integral de la banda

de emision y A es la absorbancia.

Los requisitos del fluoréforo estdndar son: que su @ haya sido constatado por diferentes
fuentes; y que se pueda excitar con la misma longitud de onda que el compuesto de interés. No
es necesario que las soluciones sean de la misma concentracién, pero si es necesario que los
valores de A no superen 0,1-0,2 para evitar efectos de filtro interno que reducen la intensidad
de la luz de excitacién, y la dispersién y reabsorcion de la emisién. Por supuesto que ademads,
el espectrofotdmetro de absorcién y el fluorimetro que se utilizan para medir los espectros
deben estar correctamente calibrados de antemano. Se utilizé un estdndar de fluoresceina en

etanol excitado a 445 nm.

Grado de fotoconversion en el estado fotoestacionario, oz rg

Al irradiar una muestra con luz UV durante un tiempo prolongado, se establece un estado
fotoestacionario en el cual la composicién de la muestra en términos de porcentaje relativo de
isémeros es constante. La Ecuacién 2.4 describe agprp en términos de @4 c y Pe_4 y los
coeficientes de absortividad molar de las especies a la longitud de irradiacién A, 8%. 8}7} se
determina por medio de la ecuacién de Lambert-Beer (A = €.c./) midiendo los espectros de
absorcion de la especie X a distintas concentraciones. Para la fotoreversién aplica la misma
ecuacion, pero con los procesos contrarios (C—A en vez de A—C). En este caso, ya que el
isémero abierto no absorbe en el visible donde se irradia al isémero cerrado, es posible llegar

a un 100% de fotoreversion.

8& DPyc
el Dy c+eldeia

2.4)

Gradode fotoconversion = Qgrg =

Rendimientos cuanticos de fotociclacion y fotoreversion, ®4 .c y ®c_.4, Y constantes

cinéticas ks ,c y kc_.a

El rendimiento cudntico de una reaccién dada se puede medir como el nimero de reacciones

ocurridas (moles de producto obtenido) dividido por el nimero de fotones absorbidos en un
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dado tiempo. Asi, se puede medir la absorbancia de la solucién en funcién del tiempo ¢ de

irradiacion y conociendo la potencia de luz se puede calcular el @,.;ccign:

moles de producto formado ~ (CP —CF))/V
D eaccion = . = (25)
molesde fotones absorbidos — ®,t/ (E fonjnNA>

donde C’ es la concentracién del producto a tiempo ¢, V es el volimen de la solucién, @, es el
flujo radiante, E .4, s la energia de un fotén y Ny el nimero de Avogadro. La concentracion
del producto se puede calcular mediante Lambert-Beer a partir de la absorbancia, y el flujo
radiante se calcula conociendo la intensidad de la luz (irradiancia). Practicamente, se miden los
espectros de absorcidn y emision de la muestra, luego se la irradia durante un tiempo conocido
con una fuente de luz de potencia conocida, se miden nuevamente los espectros, y se repite
hasta llegar al EFE de la muestra. La potencia de la luz de irradiacidon se mide previamente
con un potenciémetro, y los espectros se miden como se describe arriba. La ventaja de
usar el espectrofotometro de construccién propia para estas medidas es la automatizacién del

experimento, que se describe en detalle en el Capitulo 3.

En el caso de los DHAsS, el célculo del rendimiento se complica porque a la vez que se forma
el producto de ciclacidn, inevitablemente se forma también el producto de fotoreversion. Si se
conocen los espectros de absorcién de ambos isémeros por separado, se calcula exactamente
el apprp y los rendimientos se calculan directamente (ver abajo). Si la fotoreversion es muy
ineficiente en comparacién con la fotociclacién, se puede aproximar ogpg = 1 y calcular
®d_.4 directamente usando la Ecuacidén 2.14. Pero cuando no se conocen de antemano las
propiedades de la molécula, o la fotoreversion no es despreciable frente a la fotociclacion, la
estimacion de 1os @ qccisn pOr €sta via es muy inexacta. Es necesario recurrir a un célculo
iterativo de agrg, Pa—c vy Pc_a, y también 8%, ya que no se obtiene el isémero cerrado de

forma pura por irradiacion del isémero abierto.

Se miden primero el espectro de absorcion del isémero abierto y del estado fotoestacionario,
y la absorbancia en los maximos de absorcién de los dos isémeros (abierto y cerrado) durante
la fotociclacién y la fotoreversién. Se obtendran curvas que se pueden ajustar con un fiteo
monoexponencial:
—Rot

y=yo+Ae (2.6)

De los fiteos monoexponenciales se calcula un valor inicial aproximado de Qgrg:
A—C

Ry

0

Oprg = R—éﬂc T RC 2.7

La variaciéon de los isémeros en el tiempo ¢, asumiendo que no interfiere la absorcion del
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isémero cerrado en la fotociclacion, se describen como:

d(C

Fotociclacién : (th) = —kycCat (2.8)
d(C

Fotoreversion : (dtc> = —kc_aCct 2.9)

donde Cx es la concentracion de la especie X y kyeaccion €S la constante de reaccion

correspondiente. Las constantes de velocidad de las reacciones se definen como:

kassc = ko ®ac (2.10)
ke = kG Pca 2.11)

donde kX es la constante de excitacion de la especie X y se define como:

10310
K=ofW,  of=g——
Ny

¥, =5x 10511 (2.12)
donde Gi( es la seccidn transversal de absorciéon molar de la especie X a longitud de onda A,
Ny es el nimero de Avogadro, ¥, es el flujo de fotones de longitud de onda A, y I es la
irradiancia en W /cm?. Integrando las Ecuaciones 2.8 y 2.9 y reemplazando las constantes de

reaccion con las definiciones en Ecuaciones 2.10, 2.11 y 2.12 se obtiene:

C
Fotociclacion : RA™Ct = 2,303 x 1073108A(13A%CCT£E1‘ (2.13)
c
Fotoreversion : Roc_mt =2,303 x 10_3108C<I>C%At (2.14)
€} es el pardmetro clave en estas ecuaciones. Si se conoce 81, los rendimientos cuanticos salen
C P C

directamente de estas ecuaciones. Sin embargo, 8%

no se conoce de forma absoluta si se tienen
unicamente medidas en solucién (no se consigue aislar la especie cerrada por irradiacién del
isémero abierto). Un valor inicial de & se aproxima conociendo la absorbancia total en el

estado fotoestacionario (AZE):
AFFE = ARTE 4 ABFE = CiFepl +CE P ecl = CETFeul + (Cr —CF)ecl  (2.15)

Reemplazando CEFE = Cr(1 — agrg), derivado de ogrg = Cc/Cr, se despeja:

_ A%FE — CT(I — aEFE)eAl
Crogrel

(2.16)

A partir de las Ecuaciones 2.13, 2.14 y 2.16 se calculan valores iniciales de ®4_c y Pc_a.

Reemplazando estos valores en las Ecuaciones 2.10 y 2.11 se obtienen valores de las constantes
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de reaccion, y con estos se calcula un nuevo valor de 0grg segin:

kC—>A
Oppp = ——————— (2.17)
ka—c+kca
Con este nuevo valor de ogrg se vuelve a calcular sél seglin Ecuacién 2.16 y se itera hasta que

el valor de agrg no varie apreciablemente.

Fatiga durante fotociclos y durante irradiacion con UV constante, k,

Una vez determinada la cinética de fotoconversion, se pueden realizar ciclos de isomerizacion
donde se irradia la muestra con luz UV un tiempo suficiente (conocido) para llegar al estado
fotoestacionario, y luego se irradia con luz visible el tiempo necesario para volver al isémero
abierto, y se repiten estas irradiaciones midiendo entre cada una los espectros de absorcién y
fluorescencia. Los DHAs pueden sufrir hasta miles de ciclos con minima fotodegradacién, '

y una comparacion cualitativa se puede hacer respecto a la fatiga durante fotociclos.

La constante de fotodegradacion se puede calcular tinicamente para el isémero cerrado, ya que
cualquier estimulo luminico que reciba el isémero abierto va a llevar a su fotoconversion.
El experimento se lleva a cabo entonces desde el estado fotoestacionario, y se mide la
absorbancia y fluorescencia durante un tiempo prolongado de irradiaciéon UV. Se obtiene una
curva mono-exponencial de la cual se puede obtener la k; conociendo el e‘é. Es importante
notar que se asume que el producto de fotodegradacion no absorbe a la longitud de onda de

medicidn, lo cual vale siempre y cuando el porcentaje de degradacion de la muestra es menor.

Constantes cinéticas de decaimiento radiativo &, y no-radiativo k&,

La constante cinética de fotociclaciéon se calculé junto con el rendimiento cudntico
de este proceso. Para comprender como compite y en que medida con los otros
procesos de decaimiento del estado excitado del isémero cerrado, es necesario conocer las
constantes relacionadas a los otros procesos de decaimiento: radiativok,, no-radiativo k,,, y
fotodegradaciénk,. Las constantes se relacionan a través del tiempo de vida media del estado

excitado del isémero cerrado, o tiempo de vida media de fluorescencia, 7y:

1
B kr‘i'knr"’kC%A +kd

1 (2.18)

La constante de fotodegradacién generalmente se puede despreciar para los DHAs frente a

los demds procesos. !© Ty se puede medir directamente como el tiempo de vida media de
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fluorescencia con un espectrofotémetro de luz pulsada. kc_4 se conoce del cdlculo del ®¢_s4,

y k, se puede conocer de la definicion de ®¢_4:
DPc 4 = kcaTy (2.19)

Conociendo asi k. y kc—a (y k4, si es significativa) se puede utilizar la Ecuacién 2.18 para

calcular k.

2.3.2 Resultados de caracterizacion

Los espectros de absorcién y de emision de los compuestos 9 a 14 se presentan en la
Figura 2.2. Los isémeros abiertos y cerrados se separaron por HPLC, lo que permitié una
medicién absoluta del espectro de absorbancia del isémero cerrado. A partir de los valores de
absorbancia medidos y conociendo la concentracién de las muestras se calcula el &} de cada
isémero. Los isémeros abiertos absorben todos por debajo de 400 nm (Figura 2.2A), mientras
que los isémeros cerrados (Figura 2.2B) presentan una banda de absorcién nueva alrededor
de 440 nm. La diferencia de color del compuesto 14 comparado con los demas derivados se
ve reflejado en un corrimiento sustancial de la banda de absorcién del isémero cerrado, cuyo
méaximo (A,4,) se encuentra en 472 nm. Una diferencia de longitud de onda de més de 20 nm
se puede distinguir ficilmente a simple vista. Los espectros de fluorescencia se observan en la
Figura 2.2C, donde se aprecia claramente un corrimiento hacia el rojo del maximo de emisién
(Ag" ) a medida que pasamos del compuesto 9 al 14. Los médximos de absorcién y emision se

max

detallan en la Tabla 2.3, junto con los ®; y 7 medidos.

En la Figura 2.3 se observa un ejemplo representativo de la cinética de conversion de todos los

compuestos. La concentracion del isémero cerrado de 9 aumenta durante irradiacién con luz

Tabla 2.3: Propiedades espectroscdpicas de los compuestos 9 - 14 en AcOEt.

Isémero abierto Isémero cerrado
Compuesto . ?r:liz(]zﬁ)’l) . ?r;lnlijl (11:;)1) Amax™™ (nm) Oy T (ns)
9 294, 17,327, 12 436, 36 510 0,29 1,1
10 297, 32; 331,22 441, 43 516 0,34 1,2
11 299, 17; 330, 12 441, 36 521 0,20 1,3
12 289, 18; 333, 15 446, 38 532 0,31 1,2
13 300, 17; 334, 12 451, 44 535 0,31 1,6

14 308, 14; 351, 12 472,40 589 0,57 2,2
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Figura 2.2: Espectros de absorcion de los isémeros abiertos (A) y cerrados (B), y espectros de emisién
normalizados (C) de los compuestos 9 a 14 excitados en sus respectivos maximos de absorcion.
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Figura 2.3: Curvas de concentracién del isémero cerrado vs. tiempo de irradiacién durante
fotociclacion (A) y fotoreversion (B).
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UV (340 & 10 nm, 1 mW/cm?) hasta llegar a un estado fotoestacionario, y disminuye con luz
visible (445 4 20 nm, 25 mW/cm?) hasta llegar a 100% isémero abierto. La fotociclacién es
muy rdpida comparada con la fotoreversion, y con intensidades menores de luz se logra un 50%
conversion en apenas unos pocos segundos. Las curvas se fitearon con monoexponenciales y
se derivaron de forma directa los ®4_,c y ®c_ 4 utilizando las ecuaciones descriptas en la
Seccidén 2.3.1. Los valores de los rendimientos de fotoconversion, ademads de los valores de las

constantes k., k,r, ¥ kc—4, se informan en la Tabla 2.4.

La estabilidad de los compuestos frente a la fotoconversidn se evalué fotociclando los mismos
con luz UV hasta llegar al estado fotoestacionario, seguida por luz visible hasta obtener 100%
isdmero abierto nuevamente. La Figura 2.4 muestra la intensidad de emisién a lo largo de
varios ciclos para los compuestos 11, 12 y 13, donde se aprecia una fatiga minima luego de 10

ciclos.

La fatiga bajo irradiacion con luz UV también se evalud, en particular para el compuesto
11, bajo iguales condiciones de irradiacién en 1,4-dioxano, AcOEt y metanol (Figura 2.5).
Sorprendentemente la fatiga fue mucho mayor en 1,4-dioxano (casi 100% fotodegradacién en
10 hs) que en AcOEt o metanol, donde el compuesto retuvo mas del 50% de intensidad luego

de un dia de irradiacién continua a potencias altas (~ 10 mW/cm? en 340 nm).

2.4 Analisis del efecto sustituyente

La correlaciéon entre la naturaleza del sustituyente y las propiedades espectroscépicas o
fotoquimicas se analizé con correlaciones de Hammett utilizando el parametro ¢’ definido en

la Seccién 2.1.1. En el caso de que las variaciones en las propiedades se debieran tinicamente al

Tabla 2.4: Propiedades fotoquimicas de los compuestos 9 - 14 en AcOEt.

Compuesto  ®Pp_c 103 Pca  ke(ns!)  kn (ns))  keoa (us™)
9 0,50 4,9 0,27 0,67 4,6
10 0,37 1,9 0,29 0,56 1,6
11 0,45 1,1 0,16 0,64 0,85
12 0,27 0,46 0,25 0,55 0,37
13 0,44 0,35 0,2 0,44 0,22
14 0,010 a 0,26 a a

(a) denota valores muy bajos para medir.
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Figura 2.4: Intensidad de emisién normalizada durante ciclos de fotoconversion para compuestos 11,
12y 13.
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Figura 2.5: Variacion de intensidad de emision del compuesto 11 durante irradiacién con luz UV (340
nm).
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efecto del sustituyente sobre la densidad electrénica de la molécula, ya sea por efecto inductivo
0 por resonancia, se esperaria una relacién lineal entre el pardmetro ¢’ y las mismas. Se
graficaron entonces los maximos de absorbancia del isémero cerrado, los méximos de emisién
y los rendimientos cudnticos de fotociclacién y de fotoreversién y se pueden apreciar en la

Figura 2.6 con sus respectivos fiteos lineales.

Los parametros de las regresiones lineales se describen en la Tabla 2.5. Las unicas
correlaciones que tiene significancia estadistica son las de los maximos de absorbancia y

emisiéon. A menor ¢’, 0 mayor cardcter electro-dador, A, y 5%, se corren hacia longitudes de
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Figura 2.6: Correlaciones de Hammett con ¢’ y maximos de absorbancia (A), maximos de emisién
(B), rendimientos cudnticos de fotociclacién (C) y fotoreversion (D) y € en el mdximo de absorbancia
para el isémero abierto y cerrado (E).
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Tabla 2.5: Regresiones lineales (y = a + bx) de las correlaciones de Hammett.

Regresion a+Aa b+ Ab R?
Amax 760 £ 60 -(300 = 60) 0,85
Amax™™ 790 £+ 60 -(340 = 60) 0,87
Pp_c -(4,0 +1,3) 43+1,3 0,67
(OIS -(0,06 £0,04) 0,06 0,04 0,23

onda mayores, y, a pesar de no correlacionar bien, ®4_,c y Pc_4 disminuyen. Incluso ®c_,4
disiminuye tanto para el compuesto 14 que no se pudo medir este valor sin fotodegradacién
apreciable. En términos pricticos, los compuestos 9 a 13 son fotoreversibles y el 14 solo es
fotoactivable. No correlacionan bien 6’ y los coeficientes de absorcién molar del isémero
abierto &4 o del cerrado &, a pesar de que para DHAs no oxidados si hay cierta correlacién

cualitativa con el cardcter electro-dador 6 -aceptor del sustituyente.

Las correlaciones entre las propiedades fotofisicas y fotoquimicas de los derivados y la
naturaleza del sustituyente se pueden interpretar en el contexto de las superficies de energia
potencial de los DHAs introducida en la Secciéon 1.2.2. Se supone, para estos fines,
una semejanza entre el perfil energético de los derivados sintetizados al de los DHAs no

oxidados.* Los cambios cualitativos que se proponen se pueden apreciar en el Esquema 2.3.

Grupos dadores de electrones que inyectan densidad electrénica al centro reactivo

Energia

Y

Isémero abierto Isémero cerrado

Coordenada de reaccion

Esquema 2.3: Cambios cualitativos propuestos en la superficie de energia potencial de los DHAOs.
Superficies sin (linea continua) y con (linea punteada) sustituyentes dadores de electrones, indicando el
aumento de longitud de onda de absorcién y emision (verde), aumento en energia de transicion (rojo) y
desplazamiento del IC (azul).
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estabilizarian en mayor medida, en principio, al isémero cerrado que al abierto, al tener este
un sistema 7 que se extiende a lo largo del DHA y rotacién restringida alrededor del eteno.
Ademas, la estabilizacién afectaria mas al estado excitado del isémero cerrado relativo al
estado fundamental, ya que la densidad electrénica en el LUMO estd mas desplazada todavia
hacia el anillo perfluorado.'> Ambas estabilizaciones resultarian en longitudes de onda de
absorcion y emision mayores, y espectros desplazados hacia el rojo (Figura 2.6A y B). Al
estabilizar la conjugacion, el sistema arilico se vuelve mds plano y menos flexible, aumentando

asi el 77 (Tabla 2.3) y disminuyendo sutilmente la &, (Tabla 2.4).

En tanto las tendencias observadas en las propiedades fotoquimicas, efectos similares se
observaron para DHAs no oxidados. Guillaumont er al.8” propusieron que la estabilizacién
del estado excitado del isémero cerrado aumenta la energia de transicién necesaria para llegar
a la interseccién coénica (IC), y por ende sustituyentes dadores de electrones desfavorecen la
fotoreversién. En el caso de los derivados 9 a 14, d._,4 disminuye hasta ser practicamente
imposible de medir para 14, y kc_,4 disminuye mds de un 6rden de magnitud de 9 a 13. El
camino de fotociclacién, al contrario, no se ve afectado de una manera tan significativa, ya
que la naturaleza del sustituyente en principio tiene menor efecto sobre los niveles energéticos
involucrados. Sin embargo ®4_,¢ para el compuesto 14 disminuye de forma dréstica, y este
cambio es mas dificil de explicar. Se puede postular un cambio en la superficie de energia
potencial tal que la posicion del IC se vea modificada, favoreciendo el decaimiento a la forma
abierta. También es posible que aumente el decaimiento no-radiativo del estado excitado del
isdmero abierto. Para determinar la causa de este hecho es necesario contar con estudios

tedricos que permitan profundizar el conocimiento de los niveles energéticos de los DHAOs.

2.5 Analisis de solvatocromismo

Al observar un efecto tan prominente del sustituyente dador de electrones, se hipotetiz
que la naturaleza del solvente podria afectar también de manera sustancial las propiedades
fotoquimicas. Se estudié entonces el posible solvatocromismo de los derivados 9 a 14
disolviendo los mismos en una serie de solventes de polaridad variada y midiendo nuevamente
todas las propiedades espectroscépicas y fotoquimicas de los mismos. Antes de presentar los
resultados se describen las escalas y regresiones utilizadas para derivar conclusiones respecto

del grado y la naturaleza del solvatocromismo observado.

2.5.1 Escala de solvatocromismo

Cuando las propiedades colorimétricas de una sustancia dependen de la identidad del solvente,

se dice que la misma es solvatocromica. Se denomina solvatocromismo positivo cuando el



§2.5 Analisis de solvatocromismo 43

espectro de absorcion se desplaza hacia el rojo con mayor polaridad del solvente, y negativa
cuando se desplaza hacia el azul. Para cuantificar el grado de solvatocromismo de una
sustancia, se crearon escalas empiricas que asignan valores a los solventes segin su polaridad

y otras propiedades.

La escala de polaridad de energia de transicién electrénica molar normalizada, EY,

desarrollada por Reichardt er al. %8

es definida utilizando la solvatocromicidad negativa de un
colorante betaina como sonda para la polaridad. Se obtiene normalizando la energia necesaria
para la transferencia de carga intramolecular 7 — 7+ de menor frecuencia (V,,,,) de la betina
en un solvente dado, por aquella en agua y en trimetilsilano (TMS), como extremos polar y

no-polar respectivamente (Ecuacion 2.20). El valor de EITV varia entre 0 (no-polar) y 1 (polar).

) Er(solvente) — Er(TMS
ET(SOIVBVltE) = hcvmaxNA ETN = Z‘(T(agua) zET(T’ZEZWS) )

(2.20)

Graficando un observable dado vs el valor de E} para cada solvente utilizado, se pueden sacar
conclusiones respecto del grado de efecto del solvente. Sin embargo, hay que recordar que
la escala se cre6 en base a la respuesta de un colorante particular, y al cambiar el colorante
se puede perder la capacidad predictiva de la misma. Para evaluar entonces las interacciones
generales y especificas del colorante a analizar con el solvente, es necesario recurrir a otras

parametrizaciones.

2.5.2 Efectos generales del solvente: ecuacion de Lippert-Mataga

El modelo de Lippert-Mataga®® asume que el fluoréforo es un dipolo en un medio continuo
de constante dieléctrica uniforme. No tiene en cuenta interacciones quimicas y por ende es
una primera aproximacion al efecto del solvente. La diferencia de energia entre el estado
fundamental y el excitado de un fluoréforo (el corrimiento de Stokes) se puede aproximar

como:

+cte (2.21)

2 (e—1 n*—1\ ue—ur
hc

ATVE= 0\ et T oaprrt) &
donde V4 y Vg son los nimeros de onda de absorcién y fluorescencia, h es la constante de
Planck, c es la velocidad de la luz, € es la constante dieléctrica del solvente, 1 es el indice
de refraccién del medio, a es el radio de la cavidad donde reside el fluoréforo y ug y Ur
son los momentos dipolares del estado excitado y fundamental, respectivamente. El término
dentro de paréntesis se denomina polarizabilidad de orientacion (Af), y surge del andlisis de
los dos componentes: el primer factor depende de la constante dieléctrica y representa los
cambios espectrales debidos a la reorientacion de los dipolos del solvente y la redistribucion

de electrones en las moléculas del solvente; el segundo componente, dependiente del indice
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de refraccidn, solo representa la redistribucién de los electrones. Por ende, la ecuacion de
Lippert-Mataga predice que grandes corrimientos de Stokes solo se producirdn cuando la
reorientacion del solvente es significativa. La linealidad de un grafico de v4 — vVr vs Af para
un fluoréforo dado es evidencia de la influencia dominante de efectos generales del solvente

sobre los corrimientos espectrales.

2.5.3 Efectos especificos del solvente: formalismo de Catalan

El formalismo de Cataldn divide las interacciones de un solvente en cuatro pardmetros
supuestamente independientes: la polarizabilidad (SP), la dipolaridad (SdP), acidez (SA) y
basicidad (SB). Los valores de los pardmetros para diversos solventes se derivaron estudiando
colorantes susceptibles a cada uno de los cuatro pardmetros en particular, y se encuentran

90;91

tabulados. Una dada propiedad espectroscépica se puede fitear con la siguiente regresion

lineal (Ecuacién 2.22):
y =yo +aspSP+ bsapSdP + cASA + dpSB (2.22)

donde y es el observable espectroscopico, SP, SdP, SA y SB los valores de referencia del
solvente, y a — d los coeficientes correspondientes. El peso de cada uno de los coeficientes
representa la importancia de cada pardmetro para esa sustancia. Al ajustar las observables y a
esta regresion y desechar las regresiones que no tengan validez estadistica (p > 0,25 y R?<0,8),
se obtienen valores de a — d que se pueden comparar entre fluor6foros. Asi, se puede analizar
la importancia de cada pardmetro del solvente el variar la naturaleza del sustituyente en cada

uno de los derivados 9 a 14.

2.5.4 Resultados

Dada la vasta cantidad de datos adquiridos y necesarios para el estudio de la solvatocromicidad
en todos sus aspectos, se presenta primero la coleccién de datos, y luego se estudiardn
sistematicamente las propiedades y sus tendencias, para poder derivar conclusiones

integradoras.

Se midieron las propiedades espectroscdpicas de todos los derivados para una serie de solventes
con polaridad variada, y los resultados se encuentran en las Tablas 2.6 (isdmeros cerrados y
propiedades relevantes) y 2.7 (absorcién de isémeros abiertos). También se midieron los
rendimientos de fotoconversiéon de los derivados 9 y 14 (Tabla 2.8). Las razones para la

eleccién de estos dos derivados en particular se detallardn més adelante.
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Tabla 2.6: Dependencia de las propiedades espectroscépicas de 9-14 con el solvente.

9 10
Solvente EpN c /(lgi’;[(lncnnll)l ) /l(“r‘;’;:)m @ 15 (ns) c %rz;’;[(lncnrgl ) /l(“r‘ﬁ’;;m ;14 (ns)
Heptano 0,012 437,18 501 0,04 25 433, 4 505 0,46 2.4
Dioxano 0,164 431, 34 512 0,50 2,1 443, 41 518 0,48 2,1
THF 0,207 437, 35 514 0,52 - 442,32 521 0,35 -
AcOEt 0,228 436, 36 511 0,29 1,1 440, 43 516 0,3 1,2
DCM 0,309 435, 38 508 0,45 - 439,41 516 0,48 -
ACN 0,460 433, 35 515 0,17 - 437, 33 517 0,16 -
Metanol 0,762 428, 39 515 0,12 0,7 441, 56 527 0,15 0,54
11 12
Solvente EqM S%m_ﬁfg’l) ’L&ﬁ;m & 1 (ns) g?;;zﬁfﬂa) ’laf)m & 7 (ns)
Heptano 0,012 - - - - - - - -
Dioxano 0,164 448, 33 520 0,73 2,1 448, 25 526 0,42 2,1
THF 0,207 447, 31 524 0,42 - 452,23 535 0,33 -
AcOEt 0,228 444, 36 521 0,33 1,25 446, 38 532 0,31 1,3
DCM 0,309 439, 41 517 0,62 - 446, 30 524 0,45 -
ACN 0,460 440, 41 533 0,16 - 447,25 535 0,18 -
Metanol 0,762 446, 29 521 0,22 0,8 445, 56 539 0,21 0,9
13 14
Sobvente By e (M, AmeT g gy (T A g gy
Heptano 0,012 444,29 513 0,64 22 455, 32 526 0,65 23
Dioxano 0,164 454, 37 532 0,74 2,1 472, 44 563 0,56 2.4
THF 0,207 444,42 539 0,51 - 479, 38 585 0,57 2,2
AcOEt 0,228 451, 35 535 0,31 1,6 472, 40 589 0,57 2,2
DCM 0,309 444, 33 533 0,61 - 472, 39 573 0,64 2,3
ACN 0,460 450, 5 547 0,26 - 487, 36 614 0,27 2,5

Metanol 0,762 444, 44 545 032 1,2 473, 36 603 0,42 2,2
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Tabla 2.7: Dependencia del maximo de absorbancia del isémero abierto de 9-14 con el solvente.

Amax (nm)

Solvente 9 10 11 12 13 14

Heptano 292,336 294, 335 - - 299,334 305, 343
Dioxano 292,336 298,334 292,338 292,335 297,336 307,347
THF 295,332 306,336 292,334 302,33 296,336 312,351
AcOEt 294,327 297,331 299,330 289,333 300,334 308, 351
DCM 296,331 304,332 295,332 296,333 297,336 311,350
ACN 294,331 298,333 294,334 283,340 297,339 314,360
Metanol 297,336 297,332 290,330 292,332 297,334 305, 348

Tabla 2.8: Rendimiento cudntico de fotoconversion para 9 y 14 en distintos solventes.

9 14

Solvente ®a_c 10° Pc_p 103 Po_c

Heptano 0,37 6,2 310
Dioxano 0,51 2,6 100
THF 0,44 3,1 9,4
AcOEt 0,50 4,9 9,6
DCM 0,32 34 84
ACN 0,52 4,5 04

Metanol 0,34 3,1 1,2
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El primer patrén que llama la atencidén, el maximo de emision (Tabla 2.6), se grafica en
la Figura 2.7: los espectros de emisiéon normalizados de 9 y 14 en el rango de solventes.
Se grafica el compuesto 9 ya que sus espectros (y su falta de desplazamiento con la
polaridad del solvente) son representativos de los espectros de todos los demds derivados,
excepto 14.  Sorprendentemente, este ultimo claramente presenta un solvatocromismo
importante, y el desplazamiento de la emisién (526 nm en heptano a 614 nm en acetonitrilo,
(AA(ACN — Heptano) = 88 nm) se puede detectar facilmente con el ojo desnudo (Figura
2.8). A modo de comparacién, el colorante dietilamino-7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-il °%%3
(dietilamino-NBD), que tiene un maximo de absorcién similar al compuesto 14, presenta un
desplazamiento de Stokes de 60 nm (2288 cm’!) en acetonitrilo y un solvatocromismo de
1,4-dioxano a acetonitrilo de 12 nm (416 cm™'). Los valores correspondientes para 14 son
127 nm (4247 cm™), desplazamiento de Stokes, y 51 nm (1476 cm™'), solvatocromismo.
En comparacién, la respuesta solvatocromica de 14 es mds que el doble que la de
dietilamino-NBD, acompaiiado de un desplazamiento de Stokes mucho mayor. El compuesto
14 resulta asi un fluor6foro solvatocrémico superior para el rango de absorcidn, sin tener en

cuenta ademads su naturaleza fotoconvertible.

La misma tendencia del maximo de emisién se ve con otras propiedades: unicamente el
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Figura 2.7: Espectros de emision normalizados de 9 (A) y 14 (B) en distintos solventes.

Figura 2.8: Fotografia de la fluorescencia de 14 en heptano (A), dioxano (B), acetato de etilo (C) y
metanol (D).
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compuesto 14 presenta un cambio significativo en las longitudes de onda de absorcion
del isémero cerrado (Al (ACN — Heptano) = 32 nm), y una falta de susceptibilidad del
tiempo de vida media de fluorescencia, mientras el 7, de 9-13 disminuye sustancialmente
con polaridad creciente (Tabla 2.6). Mientras tanto, ni la longitud de onda de absorcién del
isémero abierto (Tabla 2.7) ni el rendimiento cudntico de fluorescencia (Tabla 2.6) parecen

correlacionar con la naturaleza del solvente, para ninguno de los derivados.

Los rendimientos cudnticos de conversion ®4_,c y ®c_4 son independientes del solvente
para 9 (Tabla 2.8), pero el ®4_,c de 14 disminuye drasticamente con la polaridad (recordar
que Pc_4 es practiamente imposible de medir para este compuesto). ;A qué se debe este
comportamiento tan particular del compuesto 14? En una primera aproximacion, se puede
evaluar la correlacidn de las propiedades con el valor de EJTV del solvente (Figura 2.9). Mientras
la vZ%  practicamente no varia para el compuesto 9, para el compuesto 14 se ve una marcada
tendencia: cuanto mds polar el solvente (E¥ cercano a 1), menor el nimero de onda (mayor la
longitud de onda) de la emision. En el caso del 77 es notable que el valor disminuya para todos
los derivados con polaridad creciente del solvente, pero para el compuesto 14 el valor de 7y es
independiente de la naturaleza del solvente. La correlacién con EY es un buen indicativo que
de hecho es un efecto de la polaridad del solvente y no tinicamente interacciones especificas, y
esta tendencia se puede analizar en mds detalle con las ecuaciones de Lippert-Mataga y Cataldn

descriptas en las secciones previas.

Analisis con Lippert-Mataga

Para todos los compuestos, los desplazamientos de las bandas de absorcién del isémero cerrado
fueron menores que los de las bandas de emisién, lo cual indica que el estado excitado es mds

polar que el estado fundamental, y por ende es estabilizado por un solvente mas polar. Como
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Figura 2.9: Niimero de onda del maximo de emisién (A) y tiempo de vida media de fluorescencia (B)
vs. ErN para 9-14 en distintos solventes.
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consecuencia, los desplazamientos de Stokes (AV = V.53 — V) son mayores en solventes
polares para todos los derivados, lo cual indica que el estado excitado tiene un momento dipolar
mayor e interacciona fuertemente con solventes polares. Los desplazamientos de Stokes y la
polarizabilidad de orientacién de cada solvente se calcularon y graficaron (Tabla 2.9, Figura
2.10).

Los gréaficos para cada derivado se pueden ajustar linealmente con la ecuacion de
Lippert-Mataga (Ecuacién 2.21, Tabla 2.10), y se observa que a medida que aumenta el cardcter
donor de electrones del sustituyente (menor ¢’), aumenta la sensibilidad del compuesto a
cambios en Af (Figura 2.11).

Se ha sugerido que DHAs no-oxidados con estructuras razonablemente parecidas a las de los
compuestos sintetizados presentan separacion de cargas entre el centro perfluorado (aceptor)
y el grupos sustituyente (donor), lo que explica la respuesta ante la variacion de polaridad del
solvente.®* Se puede asumir una polarizacién similar en los derivados 9-14, tal que la densidad

electrénica esté desplazada hacia el centro reactivo desde sustituyentes donores de electrones,

Tabla 2.9: Valores de Af y Av para los derivados 9-14.

Av

Solvente € n Af 9 10 11 12 13 14
Heptano 1,92  1,3855 5x10° 2923 3293 - - 3029 2967
Dioxano 2,209 1,4175 0,022 3671 3268 3091 3310 3229 3424
THF 7,58 1,405 0,210 3428 3431 3287 3432 3970 3783
AcOEt 6,02 13719 0,200 3366 3347 3329 3625 3481 4209
DCM 9,08 1,4242 0,218 3303 3399 3437 3338 3761 3734
ACN 38,8 1,3442 0,306 3677 3541 3966 3680 3941 4247
Metanol 33,61 11,3288 0,309 3947 3700 3228 3919 4174 4558

9 10 11 12 13 14
4400
_ 4000 . .
42223 / o / / /
28001 -

0,00,102030,00,10203000,10,2030,00,102030,00,10,2030,00,10,20.3
Af Af Af Af Af Af

Figura 2.10: Graficos de Lippert-Mataga para derivados 9-14 con sus respectivos ajustes lineales.
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Tabla 2.10: Regresiones lineales de los graficos de Lippert-Mataga.

Compuesto o’  Pendiente Interseccién
9 1,03 1561 3191
10 1,05 1040 3238
11 1,02 1769 3016
12 1,00 1679 3196
13 1,00 3162 3083
14 0,95 3975 3127
4000 -
3500—-
3000- ©
é 2500—:
S 2000
1500—- ©
1000—-

094 096 098 100 102 1.04 1.06

Figura 2.11: Ajustes de Lippert-Mataga vs. la constante de Hammett ¢’ para los derivados 9-14.
Ajuste lineal: y = 32100 - 29600x
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y es abstraida del centro por sustituyentes atractores de electrones. Asi, el momento dipolar es
mayor cuanto mds donor es el cardcter del grupo funcional, y solventes polares le proporcionan

mayor estabilidad, explicando los desplazamientos de Stokes observados.

Analisis de Catalan

El andlisis de Cataldn de los maximos de absorbancia no cumplié con el requisito de bondad
de ajuste y por ende no se consideré que las longitudes de onda de absorcién dependieran de
la naturaleza del solvente. Los datos de las regresiones para las demds propiedades se pueden
apreciar en la Tabla 2.11. Los ajustes de los tiempos de vida media de fluorescencia se hicieron

con un pardmetro a la vez ya que regresiones multi-paramétricas no fueron posibles.

Aunque la acidez (SA) y basicidad (SB) del solvente parecieran tener efectos especificos sobre
algunos de los compuestos (10 responde a la acidez, mientras 11 y 14 responden sutilmente a
la basicidad), no hay tendencias generales con estos pardmetros. Sorprendentemente, tampoco

existe una correlacion entre la polarizabilidad (SP) y ninguna de las propiedades medidas.

Sin embargo, el maximo de emision correlacioné fuertemente con la dipolaridad del solvente
(SdP), lo que acuerda con el anélisis de Lippert-Mataga. En la Figura 2.12A se puede apreciar
esta correlacion: a medida que aumenta el caracter donor de electrones (menor ¢’), aumenta
el (médulo del) pardmetro de dipolaridad del solvente, bszp. Para un fluor6foro con un
estado excitado polar, solventes con dipolos sustanciales van a favorecer la relajacion del
fluoréforo, estabilizando el estado excitado e induciendo un gran desplazamiento en el maximo
de fluorescencia. En particular, el compuesto 14 tiene el mayor valor de bg,p, ya que los grupos

etoxibromo son eficientes donores de electrones y polarizan efectivamente al DHA.

A 00+ . : B 00 P
_ 054 11 ; 10 -0.5
3
Ké -1.04 % E_ -1.0
= 154 13 5 107 13
3 14 O -2.04
L 20 '}
251 12 9 10
-2.5 11
-3.0 T

0.94 096 0.98 1.00 1.02 1.04 1.06 0.94 0.96 0.98 1.00 1.02 1.04 1.06

o o

Figura 2.12: Correlacion del pardametro de dipolaridad del solvente (bsgp) con el maximo de emisién y
el tiempo de vida media de fluorescencia para los derivados 9-14.
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Tabla 2.11: Parametros ajustados de Catalan.

Longitud de onda del mdximo de fluorescencia

Comp. R? Yo Ayo asp  Aagp bsqp  Absgp csa  Acsa  dsg Adsp
9 0,83 19,95 0,08 - - -0,37 0,10 - - -0,44 0,17
10 0,96 20,76 0,50 -1,24 0,73 -0,30 0,12 -1,26 0,21 -091 0,19
11 0,95 20,29 0,26 -0,92 0,28 -0,17 0,07 - - -0,73 0,09
13 0,83 19,36 0,14 - - -1,12 0,20 - - - -

14 0,91 19,13 0,26 - - -2,16 0,34 - - -1,36 0,58

Desplazamiento de Stokes

Comp. R’ Yo Ayo  asp  Aagp bsap  Absgp csa  Acsa  dsg Adsp
10 097 299 007 - - 048 0,12 L79 0,19 - -

11 0,87 -5,71 2,24 8,93 3,18 2,54 0,57 - - 2,55 0,98
14 093 490 0,72 -3,09 1,02 1,16 0,18 - - 0,89 0,31

Rendimiento cudntico de fluorescencia
Comp. R’ Yo Ayo  asp  Aasp bsap  Abssp csa  Acsa  dsgp Adgsp
9 09 -192 0,09 3,03 0,14 - - -0,07 0,04 044 0,03
10 088 -099 032 239 046 -0,20 0,08 - - -0,32 0,14
13 0,99 -1,53 0,16 3,39 0,23 -0,63 0,04 0,59 0,07 - -
Tiempo de vida media de fluorescencia

Comp. R? Yo Ayp  asp Aagp  bsgp  Abggp csa  Acsa  dsp Adsp
9 0,94 2,54 0,17 - - -2,14 0,30 - - - -

10 096 255 0,14 - - 2,19 025 - - - -

11 094 273 026 - - -2,23 0,39 - - - -

12 0,91 2,60 0,28 - - -1,99 043 - - - -

13 0,92 2,33 0,11 - - -1,21 0,20 - - - -

11 1,00 -5,47 0,12 10,26 0,19 - - - - - -

12 09 -476 035 922 052 - - - - - -

Rendimiento cudntico de ciclacién

Comp. R’ Yo Ayo asp  Aagp bsap  Absgp csa  Acsa  dsp Adsp
14 0,98 0,327 0,015 - - -0,25 0,02 0,10 0,03 -0,30 0,03
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Al analizar la tendencia en los tiempos de vida media de fluorescencia con la regresion de
Catalan, se puede observar también que el Gnico pardmetro que correlaciona es la dipolaridad
del solvente. Se grafica el coeficiente bgyp vs. ¢’ en la Figura 2.12B, donde se ve claramente
que el compuesto 14 tiene un comportamiento muy distinto al resto de los derivados. En
este caso no se trata siquiera de una tendencia, sino mds bien que el 7y del compuesto 14
se destaca por su falta de susceptibilidad a la dipolaridad. Para explicar este fendmeno es
necesario estudiar en paralelo los procesos fotoquimicos que ocurren desde el estado excitado

del isémero cerrado.

El valor de ®¢_,4 para 14 es tan bajo que es practicamente imposible medirlo. Se puede asumir
entonces que la energia de transicién necesaria para pasar al IC desde el estado excitado del
isémero cerrado es demasiado alta como para que se venza esta barrera a temperatura ambiente.
Si la energia de transicién es muy alta incluso en solventes no-polares, la estabilizacién del
estado excitado por solventes polares no va a afectar significativamente la disponibilidad de
caminos de decaimiento. Asi, los tiempos de vida media del estado excitado no varian al

cambiar el solvente (Figura 2.12B).

En el caso de los demads derivados, los 77 disminuyen dramdticamente con la polaridad, a pesar
de que el valor de ®¢_,4 no cambie (Tabla 2.8). Al calcular las constantes de decaimiento
correspondientes al estado excitado del isémero cerrado de 9 (Tabla 2.12), se concluye que el

menor tiempo de vida resulta de un aumento en las constantes &, y kc—4. Para los derivados

Tabla 2.12: Constantes de decaimiento del estado excitado calculadas para 9 en distintos solventes.

Solvente 7y (ns!) kr(ns!)  kn (ns')  keoa (ush)
Heptano 2,5 0,016 0,38 2,5
Dioxano 2,1 0,24 0,24 1,2
AcOEt 1,1 0,26 0,64 4,5
Metanol 0,7 0,17 1,3 4.4

9-13, con grupos atractores de electrones o mas bien neutros, el camino de fotoreversion es mas
accesible porque existe una barrera energética mas baja, y cambios relativamente chicos en los
niveles energéticos de los isémeros cerrados van a impactar en mayor medida los caminos de

decaimiento favorables.

La udltima propiedad a analizar es el rendimiento cudntico de fotociclacién, ®4_,¢c: este no
correlaciona con la polaridad del solvente para 9, pero para 14 se observa una disminucién
de casi 1000 veces en solventes polares (Tabla 2.8). Se vié que los niveles energéticos de

los isémeros abiertos no correlacionan la polaridad del solvente, y entonces esta tendencia es
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mds dificil de explicar. Una explicacién seria que el solvente afecte el equilibrio entre los
conférmeros paralelo (P) y anti-paralelo (AP) de la forma abierta, lo que podria afectar el
®,4_,c aparente. En la Figura 2.13 se puede apreciar que la relacién P : AP varia sutilmente,
aumentando la proporcién de conférmero P en metanol, pero este aumento no es suficiente

como para explicar la disminucién semejante en la ®4_,c.

La regresion de Cataldn para ®4_,c (Tabla 2.11) muestra que la disminucién del rendimiento
cudntico se correlaciona con un aumento en SdP y en SB, y en menor medida con SA.
La correlacién con SdP indica nuevamente que la molécula estd polarizada y por ende es
susceptible a cambios en la dipolaridad del medio. En particular, ®4_,c aumenta en DCM, un
solvente considerablemente menos basico que AcOEt. Estos efectos especificos del solvente es
probable que surjan gracias a interacciones especificas con los grupos sulfona, y es necesario
un andlisis mds extenso para estudiar estas interacciones, el cual estd fuera del alcance de esta

tesis.

2.6 Conclusion parcial de la optimizacion con sustituyentes

En este capitulo se sintetizaron seis derivados de DHAOs con grupos sustituyentes de distinto
caricter dador o atractor de electrones, buscando optimizar las propiedades fotoquimicas para

su uso como fluoréforos fotomodulables en la microscopia de fluorescencia. Al aumentar
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Desplazamiento Quimico (ppm)

CDCl, THF-d8 Metanol-d4
47% P, 53% AP 48% P, 52% AP 54% P, 46% AP

Figura 2.13: Espectros de RMN de los metilos del centro reactivo para el compuesto 14 en distintos
solventes deuterados.
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el cardcter dador de electrones, las bandas de absorcién y emisidon se desplazaron hacia el
rojo, uno de los requisitos para microscopia, pero no se logré aumentar significativamente
el rendimiento cudntico de fluorescencia. El corrimiento de las bandas correlaciona con la
constante de Hammett ¢’ y se debe a la estabilizacién del sistema 7 del isémero cerrado por los
sustituyentes dadores de electrones. A la vez que se estabiliza el estado excitado del isémero
cerrado, aumenta la energia de transicién necesaria para la fotoreversion, y esto se tradujo en

una disminucién pronunciada del rendimiento cudntico de fotoreversion.

En cuanto al efecto del solvente, aunque los derivados 9-13 no presentaron un fuerte
solvatocromismo, se vié que el tiempo de vida media de fluorescencia era afectado por la
dipolaridad del solvente, debido a un aumento en las constantes de decaimiento no-radiativo y
de fotoreversion. El compuesto 14 mostrd solvatocromismo pronunciado, y constituye uno
de los pocos fluoréforos orgdnicos fotomodulables y solvatocrémicos.”® Solventes polares
estabilizan en gran medida al DHAO polarizado por el sustituyente etoxibromo. El andlisis
multiparamétrico de Catalan asigné la dipolaridad del solvente como el responsable principal
del solvatocromismo, afectando las bandas de absorcién y emisién y los rendimientos cudnticos

de fotociclacion.

En conclusion, la sustitucion de DHAOs con grupos dadores de electrones permite desplazar
las bandas de absorcién y emision hacia el rojo, pero a costo de la estabilizacién del estado
excitado del isémero cerrado, lo cual lleva a disminuciones en los rendimientos cudnticos
de fotoreversion. La eleccion de sustituyentes serd un compromiso entre estas propiedades,
y serd distinto segun la aplicacién. Para técnicas que requieran de fotoconversion rapida
con bajas intensidades relativas de luz, serd conveniente elegir sustituyentes atractores de
electrones a pesar de tener que fotoconvertir en el UV. Para técnicas que no tengan restricciones
temporales o que requieran Unicamente un fluor6foro fotoactivable, serd mas conveniente
utilizar sustituyentes dadores de electrones, que permiten trabajar con longitudes de onda
menos dafiinas para células u organismos biolégicos. Asi mismo, la posibilidad de acoplar
la fotomodulacién con un fenémeno solvatocrémico habilita nuevas posibilidades, ya que se

puede aprovechar una nueva dimensién en la medicion.

El trabajo presentado en este capitulo se publicé en Enero del 2014 en la revista Photochemical

and Photobiological Sciences del Royal Society of Chemistry.
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Capitulo 3

Espectrofotometro y fotomodulador

En el segundo afio de esta tesis se llevo a cabo un ambicioso proyecto fisico y computacional
con el objetivo de agilizar la medicién de las propiedades espectrofotométricas y fotoquimicas
de los diheteroariletenos desarrollados. El disefio, la construccién y la programacion de un
espectrofotémetro de absorcion y emision acoplado a un médulo de irradiacién selectiva para
la fotoconversion de los compuestos posibilité la realizacién de experimentos de cinética
fotoquimica y fotociclos de manera rdpida y automatizada, permitiendo que el operador realice
simultdaneamente otras tareas, y aumentando la productividad. El proyecto combiné elementos
de fisica Optica y programacion orientada a objetos, ademds de la aplicacién de conocimientos
quimicos al problema espectrofotométrico. En este capitulo se detallan las fases de disefio y

construccion del equipo multifuncional.

3.1 Motivacion

En el Capitulo 2 se describieron en detalle los pardmetros que definen el comportamiento
fotoquimico de los diheteroariletenos oxidados, y cémo se miden. En particular, se requiere la
medicion de los espectros de absorcion y emision durante fotociclacion y fotoreversion. Con

equipos comerciales estos experimentos se realizan de acuerdo al siguiente protocolo:

1. Ubicar la cubeta con la muestra en un espectrofotémetro de absorcién
2. Medir espectro de absorcién

3. Trasladar la cubeta al fluorimetro

4. Medir espectro de emisién

5. Trasladar cubeta al sitio de irradiaciéon UV 6 visible

57
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6. Irradiar durante un tiempo determinado la muestra

7. Volver al paso 1

Mientras los tiempos de irradiacién pueden ser cortos (cuestion de segundos), los tiempos de
medicién, la manipulaciéon de la muestra y los tiempos involucrados en iniciar las medidas
o guardar los datos contribuyen sustancialmente a la duracién del experimento. Asi, se
vuelven muy ineficientes las mediciones, ademas de requerir la presencia y concentracién del
operador durante todo el experimento. La manipulacién de la muestra trae consigo también
otras desventajas, como ser la evaporacion del solvente de la muestra, 6 contaminacién de las
paredes de la cubeta. Al finalizar un experimento, se deben procesar datos provenientes de los

dos espectrofotémetros por separado, sumados a la informacién de la irradiacion.

Con el objetivo de eliminar el error humano de las mediciones y hacer las mismas mas
eficientes, se propuso la construccion de un espectrofotémetro de absorcién y emision
combinado, con capacidad de irradiacidn para experimentos de fotoconversién. Se contd con
el apoyo particular del Dr. Anthony De Vries y el Dr. Thomas Jovin, ademés de los servicios
de Mecinica, Electrénica y Tecnologia Informatica, y Optica del Instituto Max Planck de
Quimica Biofisica en Gottingen, y del Sr. Esteban Gillanders y el Dr. Francisco Balzarotti,

para la realizacién de este proyecto.

3.2 Diseilo

Al disefiar cualquier dispositivo es necesario empezar por un andlisis de los requisitos que debe
cumplir para poder realizar sus funciones. Se detallan a siguiente los requisitos de las medidas

de absorbancia y emision, y algunos detalles dpticos a tener en cuenta.

3.2.1 Absorbancia

La absorbancia A, de una muestra dada (Esquema 3.1) se calcula como:

I
A= —logT = —log( ”I’”“) (3.1)
0

IO Imtra
@

Esquema 3.1: Intensidades de luz antes y después de atravesar una muestra absorptiva.
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donde T es la transmitancia, definida por Iy, la intensidad de luz antes de atravesar la muestra e
Lnira, laintensidad de luz después de atravesar la muestra. La intensidad de la luz debe ser baja,
con tal de no modificar fotoquimicamente la muestra durante la medicioén. La concentracién de

la muestra debe ser baja para evitar efectos de dispersion o de reabsorcién de la fluorescencia.

Un espectrofotometro de absorcion tiene, normalmente: una fuente de luz; un monocromador
que selecciona la longitud de onda de incidencia A4; y un fotomultiplicador para medir la
sefial luminica (Esquema 3.2A).77989 I se puede medir o bien antes de colocar la muestra
en el camino 6ptico, o bien simultdneamente, usando un segundo camino 6ptico en el cual
se coloca una muestra de referencia. Si se puede despreciar la variaciéon de la intensidad
del haz en el tiempo, no es necesario contar con un segundo camino 6ptico, y se pueden
medir secuencialmente Iy e 1,;,,. Los espectros de absorcion se obtienen barriendo un rango
de A4, una A4 a la vez, y reconstruyendo el espectro a partir de los valores calculados de
A. En principio, si la absorcién de un fotén de una dada energia por una molécula no
interfiere con la absorcién de otro fotén de energia distinta (normalmente es el caso), es
posible incidir simultdneamente en la muestra con varias A4 y medir la absorbancia de todas
a la vez, eliminando la necesidad de los monocromadores. El factor limitante es el uso del
fotomultiplicador, que solo puede detectar la intensidad a una A4 a la vez; sin embargo,
los fotomultiplicadores son altamente sensibles y permiten detectar cambios minimos en

absorbancia.

A diferencia de los fotomultiplicadores, los detectores de arreglo permiten detectar varias
A4 simultdneamente.”” 1% Actualmente se comercializan espectrofotémetros que utilizan
dispositivos de carga acoplada '°! (DCA, ver Seccién 3.2.4), que permiten obtener informacién
espectral instantdnea y con relativamente alta sensibilidad. Se utilizan en particular en
aplicaciones de campo, para andlisis de rutina que no requieran alta precisién, o dentro del
dmbito de la educacion secundaria. Son particularmente ttiles para sistemas de un solo camino
optico, porque pueden registrar rdpidamente espectros enteros, minimizando el tiempo entre
la medida del blanco y la muestra.”® En pos de compactar el espectrofotémetro e incrementar
la velocidad de medicion, se sacrificé un minimo de sensibilidad y se decidid trabajar con un
detector de arreglo de diodos. Al remover el monocromador de la ecuacidn, el esquema para

medir absorbancia se simplific significativamente (Esquema 3.2B).

A B

@* IR ﬁ@ Fotomultiplicador @—»El—» DDA

Esquema 3.2: Elementos de un espectrofotémetro de absorcién comercial (A) y el formato elegido (B).



60 Espectrofotometro y fotomodulador

3.2.2 Excitacion y Emision

El espectrofotometro de fluorescencia comercial estd compuesto de basicamente los mismos
elementos que el espectrofotdmetro de absorcidn, con la excepcién de que la emisidn se colecta
a 90° del haz de incidencia, y se incorpora un segundo monocromador con una longitud de
onda (ajustable) distinta a la del primero (Esquema 3.3A).8%9%% La longitud de onda del
monocromador de excitacién, Ag, es necesariamente distinta (en general menor) a la del
monocromador de fluorescencia, Ar. La intensidad de fluorescencia generalmente es muy
baja comparada con el haz de incidencia, y por ende hay una razén principal por la cual se
ubica a 90° el monocromador de fluorescencia: el fotomultiplicador, altamente sensible, se
saturaria a 180° con la sefial de Ag que lograria atravesar el monocromador de fluorescencia.
Aprovechando que la fluorescencia se emite en todas las direcciones, se reduce la contribucién

de la luz de excitacién ubicando en esta posicién al monocromador.

En el caso de utilizar un espectrofluorimetro con un detector lineal DCA en reemplazo del
segundo monocromador y fotomultiplicador (al igual que en el caso de absorbancia), se
elimina, en principio, la necesidad de medir a 90°, ya que la informacién que se obtendra
es espectral. Pero hay dos razones por las cuales sigue siendo conveniente ubicar el haz de
incidencia y espectrofotometro a 90°: la Az muchas veces es muy préxima a la Az (debido a
desplazamientos de Stokes pequefios de los fluoréforos), y se superpondrian los espectros; y
la diferencia relativa de intensidades de excitacién y emision puede ser daiiino para el DCA,
porque se puede saturar el detector a Az mientras se acumula suficiente sefial a Ag. Por lo
tanto, se opt6 por la disposicion que figura en el Esquema 3.3B donde se conserva un primer
monocromador de excitacién pero el segundo se reemplaza directamente por el detector DCA
a 90°.

B
'§ 9
v v
)\'E 7\'E

Mtraj—> A. —>Fotomultiplicador Mtra>Camara

Esquema 3.3: Elementos de un espectrofotémetro de fluorescencia comercial (A) y el formato elegido

(B).
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3.2.3 Fotoconversion

Para fotoconvertir eficientemente a una muestra con luz de longitud de onda Ar¢ es necesario
o bien irradiar todo el volimen de la muestra de manera homogénea, o bien irradiar un
subvolimen de la misma y contar con una eficiente agitacién, tal que todo el volimen
resulte irradiado de forma pareja. Esto se definiria segin los requisitos 6pticos de las demds
mediciones, en la préxima seccién. En cuanto a la seleccién de Ax¢, una opcién seria utilizar el
mismo monocromador de excitacion del camino de fluorescencia, aunque los monocromadores
son poco eficientes en general y se pierde un porcentaje alto de la luz que incide. Una segunda
opciodn serfa inaugurar un nuevo camino 6ptico y utilizar filtros épticos de paso de banda para

seleccionar un ancho de banda fino centrado en Agc, e irradiar directamente a la muestra.

3.2.4 Elementos opticos

Habiendo definido el uso de un detector DCA para la deteccion de la luz, se requiere colectar
la luz transmitida y emitida por la muestra eficientemente y acoplarla a una fibra 6ptica, el
formato de la entrada a los detectores DCA comerciales (Esquema 3.4). Es conveniente colocar
la cabeza de la fibra 6ptica lo mds cercano a la fuente de luz como sea posible, y ademds serd

necesario colimar la luz para maximizar su paso por la fibra.

El Esquema 3.5A muestra el extremo de una fibra 6ptica. Luz incide sobre la entrada de la
fibra con un dngulo 0 y es refractada al cambiar el indice de refraccién del medio de n; a ),
segtn la ley de Snell, sin6, /sinf = 1, /n;. Si 6 es menor al dngulo de aceptacion de la fibra,

6,, la luz serd reflejada totalmente dentro de la fibra dptica al ser 6, mayor al angulo critico,

Espejos

Mtra

Fibra Optica

Red de

Diffraccion Detector CCD

Esquema 3.4: Recoleccion de luz transmitida y emitida de una muestra por una fibra dptica y
construccién de un espectrofotémetro con detector DCA.
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Nucleo

n, Revestimiento

Esquema 3.5: A) Fibra Optica. B) Lente convergente.

dependiente de los indices de refraccion de los materiales del niicleo y del revestimiento: 6, =

arcsin(ny/My). Si 6 es mayor a 6,, habrd pérdidas de luz dentro de la fibra.

Para asegurar que la luz proveniente de una fuente dispersa (como es una muestra que emite)
incida con dngulo menor a 6,, es necesario acoplar la fibra a una lente convergente. La luz
dispersa proveniente de un punto F se puede colimar con una lente que cumpla la relacion:

I (n—1d

F= @) |t

- 3.2
f Ri Ry nNRiR, (3-2)

donde f es la distancia a F',n es el indice de refraccidn del material de la lente, d es el didmetro
de lalente y R; y R, son los radios de curvatura de ambas caras de la lente. Una vez colimada,
se puede colocar una segunda lente convergente en el paso dptico, de caracteristicas tales que
el punto focal sea a la entrada de la fibra dptica, y @ < 6,, tal que toda la luz colimada de la

fuente dispersa sea transmitida por la fibra.

Para recolectar la mayor intensidad de luz emitida mientras se expone la muestra a la menor
intensidad de luz posible, es ideal enfocar el haz de excitacién. El punto focal de la lente
usada para la excitacién debe coincidar entonces con el punto focal de la lente utilizada para
la coleccién de la luz (Esquema 3.6). A la vez, el haz de absorcion es preferible que atraviese
la muestra colimado, con tal de contar con un solo valor de / en la ecuacién de Lambert-Beer
(A = &cl). Si se alinea el haz de absorcion con el punto focal, se logra maximizar también la

coleccién de la luz transmitida por la muestra.

Una vez definidos los caminos dpticos para la absorcién y la excitacion, se puede incorporar la
irradiacién para la fotoconversion. Si se usa el monocromador de excitacion, la irradiacion va a
estar enfocada en el punto focal de la lente de excitacion, y habrd que contar con una agitacién
eficiente de la muestra para asegurar que se irradie toda la muestra de manera homogénea y
para evitar la fotodegradacién en el punto focal. Para iluminar la muestra homogéneamente,
seria necesario ubicar una fuente sobre la cuarta cara de la muestra junto con un sistema de
seleccion de longitud de onda de irradiacién. Al contar con un sostén de cubetas con agitacion
magnética y enfriamiento por agua incorporado, se comenzdé a trabajar en base al disefio que

figura en el Esquema 3.7, utilizando la misma ldmpara de excitacién para la fotoconversion.
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Haz de excitacion

Haz de absorcién i T
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Sistema de lentes y fibra 6ptica

Esquema 3.6: Camino 6ptico de absorcidn, excitacién y recoleccion de la luz
7\'F

@—» Mtraf—>1Camara

Esquema 3.7: Disefio inicial del espectrofotémetro y fotomodulador.

3.3 Eleccion de detector DCA

El espectrégrafo comercial DCA es un elemento esencial del equipo. Con el fin de adquirir
el mejor espectrofotoémetro disponible con los recursos disponibles, se compararon cuatro
ejemplares disponibles comercialmente. La Tabla 3.1 detalla los espectrofotémetros testeados,
las cualidades especialmente favorables, y un costo comparativo. Los cuatro espectrografos
se evaluaron midiendo la respuesta de los mismos a una lampara UV-visible-NIR. Al contar
cada equipo con su correspondiente fibra Optica de caracteristicas especificas, no se pudo
evaluar la respuesta de cada espectrégrafo independientemente del colimador y la fibra
usadas. Los espectros adquiridos con cada sistema espectrografo-fibra-colimador se muestran
normalizados al mdximo en la Figura 3.1. El sistema de BWTek no detect6 efectivamente
el UV por debajo de 300 nm. El Ocean Optics, en comparacion con el Avantes AvaSpec,
presentaba casi el mismo perfil de espectro, pero con mucho mayor ruido. Parecia haber
un ganador en términos de sefial:ruido, y sorprendentemente fue el espectrofotémetro de
AvaSpec ULS2048, el que menor relacion sefial:ruido tenia especificado. Gracias a estas
evaluaciones aproximadas sumado a los factores detallados en la Tabla 3.1, se decidi6 adquirir

el espectrégrafo mas econémico, junto con su respectivo colimador, fibra y software.

La tltima columna de la Tabla 3.1 se refiere a la posibilidad de controlar el espectrdgrafo
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Tabla 3.1: Especificaciones de espectrografos comerciales testeados.

Marca y Rangode  Abertura Resolucién .Tiempo. c/le Sefial:Ruido Costo Compatibilidad
Nombre A (nm) (1m) (nm) lnte(grajlon ’ relativo con LabView
ms
102
BWTek 200-850 25 0.6 1 295:1 ++ -
Exemplar LS
Avantes 103 200-
AVaSpec 1100 50 2,3 1711 200:1 + +
ULS2048
Avantes 103 200- .
AvaSpec 1100 50 2,5 1,11 300:1 +++ +
ULS2048XL
Ocean
Optics 104 200-900 50 2,25 3,8 300:1 ++ +
USB4000
1,1
S 09
©
s _
g 071
‘g . —— BWTek
o 0,5 —— Avantes AvaSpec
g o — Ocean Optics
(72}
& 0,31
£
0,1
'0:1 T T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200 1400

Longitud de onda (nm)

Figura 3.1: Espectros adquiridos con los espectrofotémetros comerciales.
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con LabView de National Instruments,!% el programa elegido para controlar dispositivos,
ampliamente utilizado en el dmbito académico. Se eligi6 el LabView por la facilidad
de incorporar dispositivos de distintos origenes a un mismo programa, y por el amplio
conocimiento previo de los miembros del grupo en programacién con este medio. Mientras se
podia programar en principio cualquier espectrofotdmetro con LabView, si el equipo ya venia
con los elementos basicos programados en LabView, su incorporacion en el programa final
iba a ser més directo. Los espectrografos de Avantes tenfan la ventaja de contar con todos los

componentes de LabView armados, y el apoyo técnico del fabricador para su implementacion.

3.4 Componentes y construccion

El Esquema 3.8 muestra los componentes y la construccién de la primera version del aparato
espectrémetro (absorbancia y fluorescencia) + fotomodulador disefiado. Se adquirié una
ldmpara doble de Tungsteno-Deuterio, marca Heraeus FiberLight, para obtener espectros de
absorcién en todo el rango UV-visible-infrarojo cercano.® Se encargé una placa controladora
para prender y apagar las ldmparas individualmente y controlar la apertura y cierre del
obturador. Se colocé en frente de esta fuente un filtro de densidad neutra para reducir la
potencia de incidencia del haz de absorcidn. La fuente de excitacion era una lampara potente
de arco de Xenon, y tanto la caja de la ldampara como el monocromador de excitaciéon OptoScan
eran de Cairn Research. Luego del monocromador se colocaron un obturador y dos lentes
convergentes para enfocar el haz de excitacién en la muestra. Todas las lentes utilizadas eran
de cuarzo para transmitir el UV. Para la fotoconversidn, en esta primera version, se utilizé el
mismo camino de excitacion. El sistema de deteccidén, como se describié en la Seccién 3.3,

estaba compuesto de un colimador, una fibra dptica, y el espectrografo DCA de Avantes.

Cairn OptoScan [ — Cairn Ldmpara
Monocromador I de Arco de Xenon

Heraeus FiberLight Avantes
Doble Ldmpara <lCCD AvaSpec 2048
Tungsteno-Deuterio Espectrémetro

] . .z
. - Ophir Potenciémetro
Sostén de cubetas

con control de temperatura

agitacion magnética == Filtro de densidad neutra
yag g < Lente convergente de cuarzo

Esquema 3.8: Componentes del espectrofotémetro y fotomodulador, versién 1.
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Vista superior

Vista lateral

Esquema 3.9: Sostén de cubeta: vista superior, lateral, y fotografia.

El sostén de cubetas con control de temperatura por agua y agitacion magnética (Esquema 3.9)
se coloco tal que el punto focal del haz de excitacién quedara en el centro de la porta cubetas.
Un potencidmetro se ubicé del otro lado del sostén de cubetas para medir la intensidad de luz

de irradiacion.

Todos los elementos (exceptuando el monocromador y las cajas controladoras) se montaron
sobre un riel en una mesa dptica y se ajustaron las alturas y dngulos de las lamparas y
detectores tales de que todos los caminos Opticos estuvieran alineados correctamente. Se
agradece particularmente al Servicio de Mecdnica del Instituto Max Planck de Quimica
Biofisica por su apoyo durante el montaje del equipo. El monocromador y la ldmpara de arco
de Xenon se calibraron siguiendo las instrucciones del fabricante. Los obturadores, ademas
de las ldmparas, el monocromador y el espectrégrafo, fueron controlados con la computadora
mediante programacion con LabView, y los detalles se encuentran en la Seccién 3.6. Se fabricé
una caja de carton para evitar filtraciones de luz, tanto de irradiacién como de luz espurea
externa que podia interferir con las mediciones. En la Figura 3.2 se pueden apreciar fotografias
del primer armado del equipo en su totalidad con algunos componentes sefialados para orientar

al lector.

Una vez armada la primera version del espectrofotémetro, se puso este a prueba con una
muestra de uno de los derivados sintetizados en el Capitulo 2. Los detalles de las mediciones
y la programacién se verd en detalle en la préxima Seccién. Los primeros experimentos
de fotoconversion demostraron la poca eficiencia que tenia el equipo en este formato: la
intensidad de luz enfocada a la salida del monocromador era muy baja como para fotoconvertir
rapidamente la muestra. Esto se debia a que la mayor parte de la luz que ingresaba al
monocromador se perdia en el mismo, debido a la baja eficiencia de la red de difraccion y al
limite en las aberturas. Se decidi6 entonces adoptar la segunda opcion para la fotoconversion:

una segunda ldmpara, ubicada sobre el cuarto costado del sostén de cubetas. El disefio de la
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ABSORCION

Figura 3.2: Fotograffas del primer armado del espectrofotémetro y fotomodulador. Algunos
componentes se sefialan.
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segunda version se puede observar en el Esquema 3.10. Se incorporé una ldmpara de arco de
Mercurio, marca Olympus, un obturador, un filtro de densidad neutro removible para regular
la intensidad de irradiacidn, y filtros de paso de banda de la longitud de onda apropiados para
la fotoconversion. El potencidmetro se colocé a 45° del camino de irradiacion, e incidia sobre
el aproximadamente 5% de la intensidad del haz, desviado con un vidrio de cuarzo. Asi, se
logr6é mayor intensidad de irradiacién durante la fotoconversion, y los experimentos se podian

hacer en tiempos menores.

3.5 Detalle de cuentas/correcciones

La programacién del equipo no se concentré tnicamente en el control de las partes, sino
también en el procesamiento y la presentacion de la data a medida que se iba adquiriendo.
En esta Seccion se detallan las cuentas que fueron incorporadas a la programacién, y las

99

correcciones”” necesarias para cada uno de los componentes.

3.5.1 Calculo de absorcion

La absorbancia de una muestra se calcula mediante la Ecuacién 3.1, para lo cual es necesario
medir la intensidad de referencia, Iy, y la intensidad de la muestra, I,;,,. Al momento de

hacer este cdlculo, hay que tener en cuenta que el detector reporta una sefial determinada en

Cairn OptoScan | [ Cairn Ldmpara

Monocromador I HT de Arco de Xenon

Fibra

Heraeus FiberlLight Optica Avantes

Doble Lampara <:ICCD AvaSpec 2048
Tungsteno-Deuterio Espectrémetro

Sostén de cubetas / I _ »
con control de temperatura Ophir Potenciometro
y agitacion magnética —
Olympus Lampara — Vidrio de cuarzo
de Arco de Mercurio = Filtro de densidad neutra

<> Lente convergente de cuarzo

Esquema 3.10: Componentes del espectrofotémetro y fotomodulador, version 2.
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la oscuridad, 1,50, debido a la luz espurea. Estas cuentas, que no provienen de la referencia
o de la muestra se deben restar a la sefial antes de calcular la absorbancia (y la emisién). Es

decir, la absorbancia de una muestra es:

Ltra — 1,

Amtm — —log ( mtra 0SCMVO> (33)
IO - Ioscum

Ademas, la absorbancia de una muestra viene dada por la absorbancia misma de la sustancia,

del solvente, y de la cubeta. Por esto, se mide primero la absorbancia de un blanco, compuesto

por la cubeta y el solvente a usar, y luego se resta este valor al valor de absorbancia total de la

muestra. Se calcula la absorbancia real de una muestra como:

Ipira — 1. Iytanco — 1,
Areal — pobs _py o =—log (W) +log (hlanmoswm> (3.4)
IO - Ioscuro IO - Ioscuro

Es necesario entonces, para poder calcular la absorbancia de una muestra, registrar las
siguientes intensidades: I, (ldmpara apagada), Iy (Idmpara prendida, camino 6ptico libre),

Iyianco (cubeta y solvente) e 1, (cubeta con muestra).

3.5.2 Correccion de no-linearidad de la DCA

Las intensidades que se detectan en la cdimara DCA dependerédn de la respuesta del detector
para cada una de esas longitudes de onda, y esto se tiene que calibrar, para evitar que influyan
variaciones propias del detector en los valores reportados. El detector se calibrd segun las
instrucciones del espectrografo para corregir las desviaciones en intensidad en todo el rango
de A. Se tomaron espectros de la ldmpara de absorcién a distintos tiempos de integracién del
detector (Figura 3.3A) y se normalizaron a cuentas por segundo y luego respecto al midximo
para cada A. Las cuentas por segundo normalizadas se ajustaron a un polinomial de grado 7

A 10 B
60 100
o
— gg_
2 50 2
S o
- o c 984
X 40 A Tiempo de 23
B 30 4 Integracion g.(_%l 97 4
C
5] o E 96
3 204 86
10 & < 951
4 =
O 944
04
T T T T T T T T T 93 T T T T T T T
200 400 600 800 1000 0 10 20 30 40 50 60 70
Longitud de onda (nm) Cuentas (x 10)

Figura 3.3: A) Espectros de la ldmpara de absorcion a distintos tiempos de integracién del detector. B)
Curva polinomial de calibracién del detector.
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(Figura 3.3B), y este polinomial se utilizé para corregir los valores de cuentas obtenidos para
cada medida:

y=99,9—1x 10 *x+3x 1072 +7x 1074 =1 x 107 8x* —9x 107X +2x 1072710 — 1 x 1073247
(3.5)
donde y es la intensidad corregida y x es la intensidad medida por el detector. Esta correccion

se aplicé siempre, al tratarse de una correccion propia del detector.

3.5.3 Correccion por sensibilidad diferencial de la DCA

El detector DCA se debi6 calibrar por sensibilidad variada a cada A. Para esta correccion se
utilizaron fluoréforos estandar (BAM F002-F005, fluoréforos certificados de referencia 109107y,
BAM provee cinco fluoréforos, pero se utilizaron solamente cuatro de estos, ya que el rango
de excitacién no se extendia hasta 280 nm, donde era necesario excitar al primer estdndar.
Se midieron los espectros de emisién de cada uno de los cuatro fluor6foros, excitados
con una ldmpara de mercurio con un filtro de paso de banda apropiado (Figura 3.4A), se
normalizaron para eliminar contribuciones de la ldmpara de excitacién, y se compararon con
los mismos espectros medidos en un espectrofotometro previamente calibrado. Utilizando el
software provisto por BAM, se calcul6 la curva de calibracién para el detector para corregir
la sensibilidad relativa del detector a cada A (Figura 3.4B). El factor de correccién se aplico
para las medidas de emision y excitacion, al tratarse nuevamente de una correccion propia del

detector, pero que no influye en el célculo de absorbancia ya que este es un cociente.
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Figura 3.4: Espectros de emision de los fluoréforos estindar BAM F002-F005.
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3.5.4 Correccion de excitacion

La dltima correccién necesaria para la utilizacién del espectrofotémetro era corregir los
espectros de emision o excitacion por diferencias de intensidad en el espectro de la lampara de
excitacion (ldmpara de arco de Xendn). Al haber calibrado por completo el detector, se utiliz6
este para medir los espectros de excitacion de los fluoréforos de referencia que se encuentran en
la Tabla 3.2. Los espectros de excitacién se midieron en un espectrofluorimetro de referencia, y
en el espectrofotémetro construido usando la lampara de excitacién no-calibrada (Figura 3.5A).
Se calculd a partir de estos espectros un factor de correccién dependiente de la longitud de onda
(Figura 3.5B). Se puede apreciar que el factor de correccién es alto a bajas longitudes de onda,
lo que refleja la poca intensidad de luz que hay disponible en esta parte del espectro. No es
conveniente, por esta razén, excitar a longitudes de onda menores a 360 nm, para minimizar el
error contribuido por la correccién. El factor de correccidn se aplica siempre que se utilice la

lampara de excitacion, es decir, para mediciones de emisidn o excitacion.

Tabla 3.2: Fluoréforos estdndar y parametros usados para obtener los espectros de excitacion.

Fluoréforo Rango de excitacién (nm) Longitud de onda de emisiéon (nm)
Cumarina 120 340-395 430
Fluoresceina 380-500 510
Rodamina 6G 475-540 550
Rodamina B 500-555 565
A B s
1,0-
5
< 081 — Cumarinat20 g 8]
3 =N Fluoresceina o
- 064 .7 Rodamina 6G S 41
] Y —— Rodamina B g
Z’ 0,4- \\ ©
L Y /| — Referencia S 21
£ 021 \ | ---Equipo ®
/N "
0,0- 01
340 380 420 460 500 540 350 400 450 500 550

Longitud de onda (nm)

Longitud de onda (nm)

Figura 3.5: A) Espectros de excitacion de los fluoréforos de referencia en el espectrofotémetro de
referencia (linea continua) y el construido (linea punteada). B) Factor de correccién calculado.
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3.5.5 Rango qtil del espectrofotometro

Dados los rangos de los factores de correccion derivados en las secciones previas, se definieron
los rangos ttiles del espectrofotémetro construido. El rango de absorcién es de 200-1100 nm,
el rango entero del espectrofotémetro, ya que la inica correccion necesaria es la de linearidad
del detector. La correccién de sensibilidad no influye en este caso, porque la absorbancia es
un cociente de intensidades, y las fallas en sensibilidad se cancelan. En la practica, el rango
ttil es menor debido a limitaciones de las soluciones y los materiales de medicién. El rango
de excitacién para fluorescencia es de 340-555 nm, ya que es en este rango que se calibré la
ldmpara de excitacién. Y la deteccidon de emision se puede realizar en el rango de 340 nm a

750 nm, el rango de calibracion de la sensibilidad del detector.

3.5.6 Estabilidad de las lamparas

Las ldmparas de Xenén, Mercurio y dual Tungsteno-Deuterio requieren un tiempo de
calentamiento para que se estabilice la intensidad de luz generada por las mismas. Los tiempos
de estabilizacion se evaluaron midiendo espectros de las ldmparas a distintos tiempos hasta
llegar a una sefial estable. En la Figura 3.6 se muestran las intensidades registradas a distintas
longitudes de onda para las tres ldmparas en el tiempo. La ldmpara de Tungesteno-Deuterio
presenta una desviacién mayor a la desviacién estandar después de 60 minutos (se ajust6 cada
longitud de onda con una recta), especialmente para longitudes de onda cortas, con lo cual
conviene renovar el espectro de referencia de la ldmpara cada hora. Las ldmparas de Xenén y
Mercurio ambas requieren un tiempo de estabilizacién, y hay que prenderlas aproximadamente

70 y 40 minutos, respectivamente, antes de su uso.

3.5.7 Senal oscura y promediado

Para mejorar la relaciéon sefial:ruido, se pueden eliminar las fuentes de ruido, aumentar la
intensidad de la sefal, o promediar los espectros para cancelar el ruido. En total ausencia
de irradiacién, el detector informa un nimero de cuentas «oscuras» que provienen del ruido
electrénico de la cdmara DCA. La Figura 3.7A muestra la diferencia entre las cuentas antes y
después de habilitar la resta de las cuentas oscuras en el detector. Es importante la distincién
entre estas cuentas oscuras y el espectro oscuro que se debe medir y restar a todas las medidas
de absorbancia y emisidén - las cuentas oscuras se restan automdticamente luego de habilitar
esta funcion en el espectrofotémetro; el espectro oscuro tiene en cuenta la luz espirea y se

debe medir en las mismas condiciones que se miden los espectros de absorcién o emisién.
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Figura 3.6: Estabilidad de las ldmparas de Tungsteno-Deuterio (A), Xenén (B) y Mercurio (C) en el
tiempo a distintas longitudes de onda.
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En el caso de absorcién, no se puede aumentar la relacién intensidad del haz de
referencia/tiempo de integraciéon de manera ilimitada porque se satura el detector. En el
caso de emision, no se puede aumentar la relacién intensidad del haz de excitacién/tiempo
de integracion sin tener en cuenta la degradacién de la muestra o fenémenos de re-absorcion
de fluorescencia. Estos pardmetros se optimizan para cada medicién, intentando minimzar la

exposicion de la muestra a la luz mientras se optimiza la calidad de la sefial.

El otro pardmetro que afectard la calidad de la sefial es el nimero de espectros que se
promedien. El beneficio del promediado de espectros se puede observar en la Figura 3.7B,
donde al aumentar el nimero de promedios disminuye el ruido. El error en la medida de
absorbancia para 30 promedios de 750 ms de tiempo de integracién es de + 0,002. En los
extremos de longitudes de onda cortas y largas hay mds ruido que en el centro del espectro, y
esto se debe a la intensidad relativa de la ldmpara en estos extremos. El niimero de promedios
necesarios para reducir el ruido de un espectro es inversamente proporcional al tiempo de
integracién de la medicidn, ya que a mayores tiempos también se cancela el ruido azaroso, y

proporcional a la intensidad de la sefial.

3.5.8 Precision temporal del obturador

En frente de la ldmpara de mercurio hay un obturador que se abre y cierra durante el tiempo
de irradiacién especificado por el operador. Como las velocidades de fotoconversion son muy
répidas en algunos casos, y se busca optimizar ademads el uso del tiempo, estos tiempos de
irradiacién pueden ser muy cortos. El obturador requiere de una cierta cantidad de tiempo
para abrir y cerrarse, y el error en este tiempo va a afectar la cantidad de luz que recibe la

muestra. Para evaluar cudl era el minimo tiempo que se podia irradiar la muestra sin un error

1,01
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Figura 3.8: Cuentas por segundo normalizadas para distintos tiempos de irradiacién.
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considerable, se midieron las cuentas obtenidas por el detector durante distintos tiempos de
irradiacion (los tiempos de integracion del detector fueron siempre mayores a los tiempos
de apertura y cerrado del obturador) y se normalizaron a cuentas por segundo. De esta
manera, si hay una desviacién importante en el nimero de cuentas totales por segundo que
se obtienen, significa que el tiempo de apertura/cerrado intrinseco del obturador estd afectando
a la medicién. El grafico muestra que el tiempo de irradiacién no debe ser menor a 100 ms

para evitar introducir un error por este mecanismo.

3.6 Programacion en LabView y programa

La programacién de todos los componentes del espectrofotémetro, la configuracién de
experimentos y el procesamiento de datos se realizé con LabView de National Instruments. %
Se eligié este programa para la tarea debido a la experiencia que habia en el grupo y la
compatibilidad de los varios elementos del equipo. En esta Seccidn se detallardn los algoritmos
correspondientes a cada experimento y su equivalente en el LabView, indicando en cada paso
los elementos claves de la programacién. No se hard incapié especial en la programacién
especifica de cada componente, ya que lo esencial son los algoritmos y no necesariamente
la marca o naturaleza de las partes. Aunque el programa entero de LabView cuenta con un
gran nimero de sub-programas, se dardn ejemplos Unicamente con el programa principal o
el sub-programa relevante en cada caso. A medida que se fueron incorporando mds detalles
para facilitar el uso o aumentar las funciones del programa, se complejizé el mismo. Por ende
se recomienda solo concentrarse en las regiones marcadas en las Figuras incluidas en esta

Seccion, para facilitar la comprehensién.

3.6.1 Absorcion

En la Figura 3.9 se detallan los algoritmos usados para medir espectros relacionados con la
absorbancia: oscuro, referencia, blanco y muestra. En todos los casos se debe abrir y cerrar el
obturador de la lampara de absorcién, excepto en el caso del espectro oscuro. La medicién de
los espectros se hace con los pardmetros seleccionados por el operador (tiempo de integracion y
nimero de espectros promediados, principalmente), y se grafican en el programa los espectros
luego de cada medicién. Para graficar los datos del blanco y la muestra, se procesan
primero las intensidades para mostrar datos de absorbancia, facilmente interpretados por el
operador. La Figura 3.10 muestra las secciones del programa de LabView correspondientes
al procesamiento de los datos de los espectros de referencia, blanco y muestra. El espectro

oscuro se procesa de la misma manera que la referencia, donde la dnica correccién es por la
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Figura 3.9: Algoritmos para medicién de espectros de intensidad o absorbancia de (izquierda a derecha)
oscuro, referencia, blanco y muestra.

linearidad del detector, mientras que ambos el blanco y la muestra incorporan los célculos de
absorbancia relacionados con ellos. La Figura 3.11 muestra el procedimiento completo para
una medicién de absorbancia. En la linea principal, de izquierda a derecha, se lee: preparar el
espectrofotémetro AvaSpec para la medicidn; iniciar la medicién; abrir y cerrar el obturador
durante la medicidn; recolectar los datos del espectrofotémetro; procesar los datos y construir

el grafico.

3.6.2 Emision

El algoritmo para la medicion de emision se puede apreciar en la Figura 3.12A. En este caso, es
necesario configurar previamente el monocromador antes de abrir los obturadores y comenzar
la medicién. Luego, se aplican todas las correcciones necesarias antes de graficar los datos:
las correcciones propias del detector, y aquella propia de la lampara de excitacién. Una vez
definido el algoritmo, se programé en LabView el procesamiento de datos necesarios (Figura
3.12B), seleccionando solamente el rango de longitudes de onda que aplica para las mediciones
de emision, y todas las correcciones secuencialmente. La secuencia total de una medicién
de emision se observa en la Figura 3.13 y de izquierda a derecha se registran los siguientes
procesos: se mide un espectro oscuro con la configuracién del espectro de emision (este
sub-programa incluye todos los pasos siguientes, excepto el procesamiento del grafico); se
prepara el espectrofotdmetro para la medicidn; se prepara el monocromador con los pardmetros
necesarios para la medicién; se abre el obturador; se mide el espectro; se abre y cierre el
obturador interno del monocromador; se cierre el obturador externo; se recolectan los datos del
espectrofotémetro; y se construye el grafico de emision. Los pardmetros de emisioén necesarios

para configurar el espectrofotémetro y el monocromador son: tiempo de integracién, nimero
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Figura 3.13: Programacién en LabView para una medida completa de emision.

de espectros promediados, longitudes de onda de excitacién y el rango de emision, y el ancho

de rendija del monocromador (proporcional a la cantidad de luz que incide sobre la muestra).

3.6.3 Excitacion

El espectro de excitacion se reconstruye repitiendo un espectro de emision, excitando en un
rango de A, y tomando el valor de la emisién en cada A. Asi, el algoritmo de emision es
una parte intrinseca de la medicién de excitacién, y por ende el procesamiento de los datos de
emisién también. Se requieren definir todos los mismos pardmetros en esta medicién como
en la de emisién. Se repite el espectro de emisién n veces (se programé una medicién cada
1 nm) y se extraen los datos Gnicamente del A de emisién de interés. Este procedimiento se
puede observar en la Figura 3.14. Se observan en la parte inferior los mismos sub-programas
involucrados en la medicién de emision. La diferencia més importante estd en la caja central,
donde se itera para cada A en un rango de A la medicion de un espectro, y «A to pixel» permite
extraer el dato de emisién que se requiere para construir el grafico de excitaciéon. También
es notorio que hasta que no se termine de medir la emisién en cada punto del rango, no se
cierran los obturadores. Esto significa que durante la totalidad de la duracién de la medicién
(n veces el tiempo de integracién de una medicién de emision), se irradia constantemente a la
muestra, por lo que conviene elegir tiempos de integracién de muy cortos para evitar iluminar

excesivamente a la muestra.

Espectros bidimensionales de excitacion A diferencia de fluorimetros comerciales con

fotomultiplicadores, la ventaja que tiene usar una cimara DCA para espectros de fluorescencia
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es que se pueden obtener espectros de excitacion en dos dimensiones en el mismo tiempo
que se tarda obtener el espectro mono-dimensional. Durante el procesamiento de datos de
excitacion, se eligi6 una sola A de emision y se descartaron las demads; pero si no se descartan
las demés A, se puede reconstruir un espectro en dos dimensiones. La Figura 3.15 muestra
el programa correspondiente del LabView, donde en vez del «A to pixel», se coleccionan
directamente los datos de la totalidad del espectro y se guardan todos los datos, para construir

luego el grafico en tres dimensiones: A de excitacién, A de emision, e intensidad de emision.

3.6.4 Irradiacion (fotoconversion)

Para fotoconvertir a una muestra con la ldmpara de mercurio se requiere Unicamente de colocar
un filtro de paso de banda en el paso 6ptico, y abrir y cerrar el obturador en un tiempo
determinado. La Figura 3.16A muestra el paso que se requiere en la programacién: abrir y
cerrar el obturador durante un tiempo «delay time», y luego el programa se asegura de que el
obturador esté cerrado antes de indicarle al operador que la irradiacién se concluyd. A pesar
de que no era conveniente fotoconvertir una muestra con la lampara de Xenén por la baja
intensidad de luz, se conservé como opcién dentro del programa, ya que con el monocromador
era posible irradiar en un rango de A mucho mayor a los filtros de paso de banda disponibles
y con una precision mucho mayor si era necesario. La Figura 3.16B indica los pasos de
programacion necesarios, donde: se configuran los pardmetros en el monocromador; se prepara
el monocromador; se asegura que esté cerrado el obturador del monocromador; se abren los
obturadores externos; y luego se abre y cierran los obturadores del monocromador durante un

tiempo determinado de irradiacion.
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3.6.5 Medicion de intensidad de la lampara de fotoconversion

En un procedimiento similar al de irradiacion, se programé una opcioén para medir la intensidad
de la luz de fotoconversion. Asi, se configurd o bien el monocromador y la Iimpara de Xenon,
o bien la l[dmpara de Mercurio, y se programd la aparicion de un didlogo que permitia al
operador responder cudndo se terminé de medir (manualmente) la intensidad, e ingresar el
valor de intensidad medido al programa (Figura 3.17). Al contar con un vidrio de cuarzo a 45°
para desviar una proporcién de la luz al potencidmetro, se calibré también el mismo usando los
filtros de paso de banda mds cominmente utilizados y se incorporé esta tabla de calibracién al
programa. De esta manera el operador ingresa el valor medido y automdticamente se calcula y

se informa el valor real de intensidad de irradiacion.

3.6.6 Experimentos de cinética de fotoconversion

Una vez definida cada medicién y la programacién necesaria para cada una, se construyeron las
secuencias mds complejas necesarias para realizar experimentos de cinética de fotoconversion
y de fotociclos. En un experimento de fotoconversion, el algoritmo es simple: medir espectro
de absorcién, medir espectro de emision, irradiar la muestra un tiempo determinado, repetir
hasta llegar al estado fotoestacionario. La determinacion de cuando se llegé al estado
fotoestacionario, aunque se podria llegar a programar con cuidado y algunas precauciones,
se dej6 a criterio del operador, y se concentrd en la generacion de un eficiente programa de
medicién e irradiacién, con tiempos determinados por el operador. Asi, en la Figura 3.18
se aprecia el esquema complejo de un experimento de cinética de fotoconversién. Se trata
nuevamente de una iteracién: una medicién de espectros repetidas veces con los tiempos
seleccionados de irradiacion, y por ende se obtienen en cada experimento n+ 1 espectros
de absorcién y n+ 1 espectros de emisidn para un experimento de »n irradiaciones (+1 para
los espectros iniciales/finales). Se incluye en este esquema: la posiblidad de tomar un nuevo
espectro de referencia, si el experimento fue muy largo y hay que tener en cuenta la variacion

de la intensidad de la lampara de absorcién; y ademas la orden de guardar los datos entre cada

MD Filter In?

Calibration Intensities

Figura 3.17: Programacién en LabView para una medicién de la intensidad de irradiacién.
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Figura 3.18: Programacién en LabView para experimentos de cinética de fotoconversion.

irradiacidn, para asegurarse de no perder datos en el caso de que falle el programa. Tanto
para los experimentos de cinética de fotoconversién, como para los fotociclos (ver préxima
seccion), se mantuvo la posibilidad de irradiar con la ldmpara de Mercurio y la ldmpara de

Xendn con el monocromador.

3.6.7 Experimentos de fotociclos

Al igual que los experimentos de cinética de fotoconversion, los fotociclos estdn compuestos
por mediciones de absorciéon y emisiéon e irradiaciones. La Figura 3.19 muestra la
programacion relevante para una irradiacién de fotociclacidn, y el experimento se encuentra
dentro de un ciclo de iteracion alternado, donde por cada ciclo que se requiere, se realiza un
experimento de fotociclacién seguido por uno de fotoreversion, cada uno con sus pardmetros
relevantes. Con la segunda version del equipo, luego de cada irradiacién se indicaba al
operador que cambiara el filtro de irradiacion, para poder seguir con el proximo experimento
de fotoconversion en direccion opuesta. Al introducir el sistema de filtros automdtico (ver
Seccion 3.7) se logré hacer fotociclos repetidos sin la necesidad de la intervencion o presencia

del operador.

Absorbancia Emision Irradiacion
A A A

[AEhctocidle: Photdwicch sierHH

Figura 3.19: Programacién en LabView para experimentos de fotociclos.
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3.6.8 Guardado de datos

Una funcién esencial del espectrofotometro consistia en poder guardar los datos de manera
rapida y conveniente para su uso. Para esto se inauguraron tres bases de datos (Figura 3.20)
para: datos de absorbancia (todos), emisién, excitacién, irradiacién e intensidad; datos de
experimentos de cinética de fotoconversion; y datos de experimentos de fotociclos. Estas tres
bases de datos se actualizaban después de cada medida con los datos correspondientes, y, como
se explico arriba, entre cada medicién durante los experimentos de cinética y fotociclos. La
posibilidad de programar el guardado de datos permitié decidir en que orden cuales datos
se guardaban, segtin el tipo de experimento. En la Figura 3.21 se muestra un ejemplo del
programa para guardar datos de fotociclos. Para estos experimentos, era conveniente contar
al final con un archivo de texto, ficilmente importable en Excel, donde figuraban todos los
espectros de absorcion juntos y luego los de emision, para facilitar el armado de los graficos

y el procesamiento posterior de los datos. Ademds, era conveniente guardar solamente una
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Figura 3.20: Bases de datos para guardar las mediciones.
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Figura 3.21: Programacién en LabView para el guardado de datos de fotociclos.
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vez el rango de longitudes de onda del espectro, y luego contar con todos los datos de un
mismo tipo juntos (en términos de archivo de Excel, por ejemplo, que figuraran todas las
columnas de absorbancia juntas y una sola de longitud de onda). Todo esto fue posible con el
programa, y los archivos que se obtenian se adecuaron a todos los requisitos del procesamiento
de datos: orden de datos, informacién sobre los pardmetros de las medidas, nombres de los
experimentos, nimero de fotociclos o tiempos de irradiaciéon durante los experimentos de
cinética. De esta manera se ahorr6 tiempo de procesamiento, otro dato importante al momento
de comparar con la forma convencional de hacer estos experimentos con espectrofotémetros
comerciales. Se incluyé tambien una opcién de reseteo de las bases de datos, para que el
operador pudiera borrar los datos del experimento previo antes de arrancar uno nuevo, y que

los archivos guardados sean mds manejables.

3.7 Mejoras y extensiones

Sistema de filtros automaticos La mas importante mejora del equipo fue la incorporacion
de una rueda de filtros al camino 6ptico de irradiacién. La rueda de filtros fue disefiada
por el Dr. De Vries y el Dr. Jovin, y consiste de una rueda con espacios para seis filtros
que se fijan en sus posiciones con imanes, y se puede controlar la posicién de esta rueda
de manera automadtica, e incluso con reconocimiento de los filtros mediante un sistema de
reconocimiento por infrarrojo. La rueda se incorporé al equipo y al programa, y permitié
automatizar todavia mas las mediciones, al eliminar por completo la necesidad de intervencién
manual del operador. Las tareas del operador se redujeron a: colocar y remover la cubeta con
la muestra; ubicar los filtros de paso de banda en la rueda de filtros; registrar la potencia de la
luz de irradiacién. Todas las demds operaciones se automatizaron por completo, permitiendo al
operador ahora hacer experimentos largos de fotociclos de manera totalmente no-presencial. El
disefio final del equipo de espectrofotometria y fotomodulacién se puede observar en la Figura
3.22. La programacién de la rueda de filtros se adopté enteramente de sus desarrolladores,
y se incorpord la opcidn correspondiente en cada uno de los programas de LabView (Figura
3.23). Se mantuvo un registro de los filtros de paso de banda que se ubicaron en cada una de
las posiciones de la rueda de filtros, y asi se podia seleccionar apropiadamente cada filtro para

cada experimento.

Guardado temporal de datos Se programé ademds un guardado de datos automético
temporario, que se auto-actualizaba con cada medicién o cada cinco segundos de tiempo
muerto del programa (Figura 3.24). De esta manera, siempre estaban los datos guardados
de todas las mediciones y se podia recurrir a ellos si es que se presentaba alguna falla en el

equipo.
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Figura 3.22: Disefio final del espectrofotémetro y fotomodulador.
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Figura 3.24: Programacion en LabView para el guardado de datos temporario de fotociclos.
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Satisfaciendo demandas especificas de fluoréforos El programa se modificé para adecuarlo
para distintos experimentos. En particular, se amplié para poder hacer mds de un espectro
de emisién en los experimentos de cinética de fotoconversién y de fotociclos, para un
sistema de nanoparticulas inorgdnicas con un recubrimiento que contenia diheteorariletenos
fluorescentes. Asi, se adquirieron un espectro de absorcién, y dos espectros de emision,
entre cada irradiacién, para obtener la evolucién de la emision a distintas longitudes de onda
durante la fotoconversion. La naturaleza «modular» del programa facilité asi su modificacién

y reprogramacién a conveniencia del operador.

3.8 Interfaz grafica

El espectrofotémetro y fotomodulador y el programa que lo controlaba no fue utilizado
Unicamente en esta tesis, sino también por varias otras personas con requerimientos distintos
en sus experimentos. Era necesario entonces generar una interfaz grafica que sea facil de
usar y que permitiera cierta flexibilidad. Se muestran a continuacién fotografias de la interfaz

desarrollada para el disefio final del programa.



Espectrofotometro y fotomodulador

88

BIOUBCIOSQY ap 101098

sauolansu|

*

fuu) yibuarsam
wor b6 oml w8 oo

oot 00E oz
i 3 [

-5
[~

gt

T
i
o

Hno )

¥ ] wnnseds yieg

FELR T REORERE T R RE

Feo

_. )

>

-
¢

@

suoq winusds k] 5060id UMED  yieg ammsesiy

| 2auequosay | wueg

(1) 3L JuonE BRI

UoenByG0 ] FIUEqIosTy (

=T
winazads yeaguneg

[l

mfE@R j0 SquIny

(EE

PUSAY | wieg | SNOLLDNUISNI

e — =
&1 4 008 OGL 0OL 059 009 055 005 OSP 0OF OSE OOF
== 5 R e S T wd
[ ] 4] cooo
i~ L]
[~ 2 oo
LA |
i = 5200
_\K._ 2l
o - 200
[ 3
[ 7
f -czon =
| &) H
5
(4] g0
£
500
(4]
L Ll - P00
[7] smauvoe-sevt 7
p -SrOr0
[ ] smayvessore 7
K 2524 w08 201 (7] -~ IE10S00
T e T e nTT 1 winpads Aausssan|4-HnE
SYEQTOD o M ® = —,
A X | siosany | | 4 &
g J o
eadgey
| (e L&)
™ = | =1 saBeAAL 40 RAUINN
us ssussssany (U} yppuspuRg S 1063 3uasEiont —
- 001§ <
f [0 & m s ot 5 0] = e
uuu._mn_n:_. . — . ! iyl s[5 (5ead) st | uoneiBaguy
. (T ._ =1 = a
- T
6SL ODL 059 009 0S5 005 05k OOF - -
B— Al st el L ool f
- e e s R R

ooy o anms | sphosiouy | wewisdi sansury | Ausussupsmsesy | ynwsorouy | wenesors gz | weeisia | umssiig

— % L) [ ] )

Fn o) Apray  BUTRM]  PRURIS oM pRWNNR]

1¥vis

senQ A solejdwon sojuswiadx3 ‘ugisiwg ap 10198

ewelbolid |2 1eBedy A 1eniy|

Figura 3.25: Pantalla inicial de interfaz gréfica.
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Figura 3.26: Sectores de la interfaz grafica correspondientes a mediciones de absorbancia: oscuro,
referencia, blanco y muestra.
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Figura 3.27: Sectores de la interfaz grafica correspondientes a mediciones de emisién y excitacion.
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3.9 Conclusion parcial y evaluacion del equipo

El espectrofotémetro y fotomodulador se utilizd, a partir de su terminacién, para la adquisicién
de todos los espectros y experimentos de fotoconversion durante el resto de la tesis. Una
vez aplicadas todas las correcciones, y optimizados los pardmetros para cada medicién, se
adquirieron espectros en igual o menor tiempo que con los espectrofotémetros comerciales.
La Tabla 3.3 muestra los tiempos relativos aproximados de medicién. Como se ve, para
un experimento tipico de fotociclacién (20 repeticiones de 5 segundos de irradiacién, mas

espectros) el experimento en el equipo construido dura 3 veces menos tiempo.

La posibilidad de indicarle la secuencia de tiempos de irradiaciéon para experimentos de
fotoconversién fue particularmente importante: al comenzar una fotoconversion los tiempos
de irradiacidon son necesariamente cortos para poder graficar correctamente el inicio de la
curva, mientras que los tiempos hacia el final cuando se llega al estado fotoestacionario son
mas largos. Se pierde eficiencia irradiando con intervalos constantemente cortos, y se pierde
resolucion de la cinética irradiando siempre con intervalos muy largos. El tiempo minimo de
irradiacién con el equipo era de 100 ms (sin un error significativo), 5 veces menor al tiempo de
irradiacién confiable de la ldmpara de marca Lumatec que se utilizaba previamente. No solo se
podia definir entonces con mds resolucién la primera etapa de la cinética, sino que ademads se
podia programar con tal de irradiar hacia el final con tiempos mayores para reducir el tiempo

de medida. La diferencia en la cantidad de los puntos de la curva de cinética medidos se ve en

Tabla 3.3: Tiempo aproximado de actividades durante experimentos de absorcién, emision y
fotoconversion en espectrofotometros comerciales y el equipo construido.

Actividad Pardmetro Comercial Disenado
Absorbancia Tiempo de integracién (ms) - 400
Absorbancia Numero de promedios - 60
Absorbancia Tiempo total (s) 30 24

Emisién Tiempo de integracién (ms) - 250

Emision Numero de promedios - 10

Emisién Tiempo total (s) 30 2,5
Irradiacién Tiempo de irradiacién ¢ t+2seg t
Traslado de cubeta Tiempo (s) 3 0
Iniciado de medicién Tiempo (s) 3 0

Tipico experimento de fotociclacién Tiempo total (min) 35 10,5
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la Figura 3.31. Naturalmente, al contar con méds puntos en la curva, la precisién de la constante

cinética derivada es mayor gracias a un mejor ajuste de los datos.

Las ventajas del equipo construido son:

» Experimentos mds cortos
* Datos mds exactos y con mds precision

* Operador es libre durante la duracién del experimento

Flexibilidad de programacién

* Libre de error humano de manipulacién de la cubeta entre mediciones

La desventaja principal en comparacién con espectrofotémetros comerciales de absorcion y

fluorescencia separados es:

¢ Menor sensibilidad de fluorescencia

Para las muestras de diheteroariletenos oxidados en particular, pero también en general para
cualquier experimento de fotoquimica que requiera un seguimiento espectral de la muestra, el
uso del equipo armado de espectrofotometria y fotomodulacién es altamente conveniente. El
equipo no solamente se utilizé para evaluar el desempeiio de las sondas desarrolladas en esta
tesis, sino también para nanoparticulas fotomodulables y otros colorantes y fluoréforos para los
cuales se requeria este tipo de informacion. El tiempo invertido en el desarrollo de este equipo
fue devuelto con intereses al momento de realizar decenas de experimentos de fotoconversiéon
en los Capitulos 4 y 6, que no hubieran sido factibles sin la automatizacién que ofrecié el

espectrofotémetro y fotomodulador construido.
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Figura 3.31: Curvas de fotociclacién del compuesto 9 en AcOEt medidas con un espectrofotémetro
comercial (A) y el espectrofotometro construido (B).
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Capitulo 4

Solubilizacion de diheteroariletenos
oxidados

La microscopia de fluorescencia de muestras bioldgicas requiere de sondas fluorescentes
compatibles con el medio celular, entre otros requerimientos. Al momento de marcar el blanco
con las mismas, las sondas deben ser o bien transportadas a la superficie de la célula para su
difusion en la membrana celular, o bien solubles en el medio acuoso para su incorporacion
directa. En la Seccidén 1.2.4 se introdujeron las estrategias principales de solubilizacién
que se han aplicado a los diheteroariletenos no-oxidados. Estas incluyen su inclusién en

cavidades de ciclodextrina,?’ adsorcién a albimina humana, 2

38;39;41

unidén a nanoparticulas solubles
en agua y modificacién covalente con grupos hidrofilicos.3%3! En este capitulo se
describe el trabajo realizado con el objetivo de solubilizar los diheteroariletenos oxidados
(DHAOSs) en medios acuosos, con diversas estrategias covalentes y no-covalentes, novedosas
e inspiradas en la literatura. Se exploraron las siguientes alternativas: inclusion en cavidades
de ciclodextrina y proteinas de unién de 4cidos grasos, adsorcion a albimina, modificacion
covalente con grupos hidrofilicos, y conjugacién a proteinas. Se dedicard una seccidn para cada
estrategia, comenzando por la evaluacion de los diheteroariletenos oxidados sin modificaciones

especiales como control para la comparacién posterior de las técnicas.

4.1 Solubilidad de controles

Mientras es ampliamente aceptado que los diheteroariletenos son poco solubles en agua, no hay
ningun trabajo donde se haya estudiado hasta que punto son o no compatibles con soluciones
acuosas. Se investigd este fenémeno utilizando dos DHAOs como referencias de solubilidad:
el compuesto 11 sintetizado en el Capitulo 2, y el compuesto 15, parecido en estructura pero
con grupos etilo en el centro reactivo y un sustituyente alquino terminal, que serd utilizado

mads adelante en la Seccidén 4.3 para la modificacién covalente de los DHAOs. EI grupo de

97
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Irie demostré que el rendimiento cudntico de fluorescencia de los DHAOs con grupos etilo
aumenta considerablemente, y postuld que esto se debe a una cierta «proteccién» a los grupos
sulfona del solvente polar.*> Por ende se estudi6 el efecto del solvente sobre DHAOSs con
grupos metilo y etilo en todas las técnicas a modo de comparacién. En el Esquema 4.1 se
detalla la ruta sintética del precursor 16, y en el Esquema 4.2 se observa la sintesis de los dos
DHAGOs control.

Los pasos involucrados en la sintesis del precursor 16 son idénticos a aquellos detallados en
el Esquema 2.2 en el Capitulo 2, con la excepcion de que se debe partir del 2-etilbenzotiofeno
(18) en vez del 2-metilbenzotiofeno. Este compuesto se sintetiza a partir de benzotiofeno (17)
mediante una alquilacién con n-butilitio. !°® Se agradece al Grupo de Sintesis del Instituto Max

Planck de Quimica Biofisica por haber facilitado este precursor. Luego los DHAOs controles

FR P
1) n-Buli, Et,0 |
@ 78T @\/B_\ 12, HslOg N 1) n-BuLi, THF, -78C, 1h
_ A\ _
S 2)EtBr,-78T ACOH:H,0:H,S0, s 2) F_F
1h->TA 100:20:3 F F
19 F 7
F F
1h, -78T; --> TA
H20;
AcOH (gl)
—_—

Refujo

(o]
(HO)zB@—/(
HN—

Pd(AcO)p, K,CO3

THF/EtOH/H,0

s+

Pd(AcO),, K,CO3

THF/EtOH/H,0

Esquema 4.2: Sintesis de DHAO controles.
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11 y 15 se obtuvieron mediante reacciones de Suzuki. Se purificaron por cromatografia en
columna y se caracterizaron al igual que todos los compuestos del Capitulo 2 utilizando el

espectrofotémetro construido en el Capitulo 3.

Las propiedades espectroscépicas y fotoquimicas de los dos compuestos se evaluaron en
soluciones de distinta proporcién metanol:agua e igual concentraciéon del DHAO. Las
propiedades de los DHAOs en metanol se conservan a pesar de la alta polaridad del solvente
(ver Capitulo 2. Al aumentar la proporcion de agua por encima de 50% v/v, se observé turbidez
en las solucién, debido a la insolubilidad del DHAO. Por ende, todas las mezclas se agitaron
durante cinco segundos y luego se centrifugaron para precipitar el DHAO insoluble, y se
realizaron los ensayos unicamente con el sobrenadante. Las fracciones molares de metanol
(xpr) y de agua (xy) de cada mezcla se calcularon corrigiendo el volimen total de la solucién
por los efectos de la mezcla, usando la correccién por densidad de Mikhail y Kimel!? a
temperatura ambiente. Esta correccién cobré una importancia significativa para mezclas de
fraccién intermedia de metanol, ya que al mezclar 500 uL. de metanol y 500 puL de agua, el
volimen total no es de 1000 uL, sino de 966 uL, una diferencia del 3,4%. Con tal de minimizar
errores, se prepararon soluciones madre de ambos 11 y 15 de concentracién definida, y se
prepararon cada una de las mezclas en el mismo momento, agregando los componentes en el
mismo orden. Los resultados de las mediciones de longitud de onda de absorbancia mdxima
de la forma cerrada (A4,%%), absorbancia maxima de la forma cerrada (normalizada al valor
en metanol puro), rendimiento cudntico de fluoresencia (®y) y rendimientos cudnticos de
fotociclacion (®4_,¢) y fotoreversion (Pc_4) se muestran en la Figura 4.1. Los errores
graficados se calcularon teniendo en cuenta errores en las preparaciones de las soluciones y

errores del ajuste de datos.

La solubilidad de ambos compuestos se puede apreciar ficilmente en la Figura 4.1A.
Soluciones de 10 uM de ambos compuestos son totalmente solubles en 100% metanol. La
solubilidad de 11 disminuye sistemdticamente a medida que aumenta la proporcién de agua,
mientras que 15 retiene su solubilidad en fracciones crecientes de agua. A xy = 0,25 —0,3
(~50% volimen de agua) se observa una disminucién significativa en la absorbancia del
sobrenadante para ambos compuestos. Esta disminucion en la solubilidad a xj; = 0,25 —0,3
viene acompafiada por un desplazamiento leve de la 1925 como se puede apreciar en la Figura
4.1B, y un corrimiento similar en la longitud de onda maxima de emisién. El mismo quiebre
en propiedades fotoquimicas a xyy = 0,25 — 0,3 se puede apreciar en las Figuras 4.1C, Dy E
con los valores de ®¢, ®4_,c y ®c_,4. Todas estas propiedades conservan su valor de 100%
metanol hasta x); = 0,3 sin una variacién apreciable, pero a mayores fracciones de agua los
rendimientos disminuyen (como es el caso para 11) o no se pueden determinar debido a la

insolubilidad.

Sorprendentemente, mds alla de presentar un mayor ®;, no hay grandes diferencias entre el
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Figura 4.1: Variacion de absorbancia maxima del isémero cerrado (A) y longitud de onda del maximo
de absorcién (B) de la forma cerrada, rendimiento cudntico de fluorescencia (C) y rendimientos
cudnticos de fotociclacion (D) y fotoreversion (E) de 11 y 15 en mezclas metanol:agua.

comportamiento de DHAO con grupos metilo (11) o con grupos etilo (15), aparentemente
contrario a la hipétesis de Takagi e al.*> El compuesto 15 no conserva sus propiedades en
mayor grado que el compuesto 11 en mezclas con alta proporcidn de agua. Por otro lado, tanto
la solubilidad como las propiedades espectrofotométricas y fotoquimicas presentan un cambio
abrupto a xy; = 0,3. Intuitivamente se esperaba un cambio mds gradual en las propiedades con

un aumento en la proporcion de agua; ;qué estd pasando a x; = 0,3?

Baké et al.!' y Dougan et al.!'! publicaron extensos trabajos de simulacién de dinimica
molecular y estudios de difracciéon de neutrones explorando la estructura molecular de
soluciones mezclas de metanol:agua. Ambos coinciden en que la organizacion de las moléculas
de metanol y agua en las mezclas sufre un cambio dramético a xy; = 0,25 — 0,27. La red
de interacciones intermoleculares que caracteriza una solucién de metanol pura (Figura 4.2d)
se ve interrumpida por el agregado de moléculas de agua, que son capaces de formar un
mayor nimero de enlaces de hidrégeno. A x), altas, no pareceria haber una red de enlaces
de hidrégeno que atraviese la solucidn, y las moléculas de agua forman «charcos» discretos. A
medida que aumenta la concentracién de agua, ni el agua ni el metanol dominan la estructura
global de la solucidn, sino que las redes de enlaces de hidrégeno se infiltran (Figura 4.2b y
¢) y se extienden sobre moléculas de ambos solventes. Por debajo de x); = 0,25 — 0,27 se
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postula’ ™ que la estructura de la solucién es dominada por las moléculas de agua (Figura

4.2a), y el metanol se encuentra en «charcos» discretos. Coincidentalmente, los cambios en
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Figura 4.2: Topologia de la red de enlaces de hidrégeno de configuraciones tipicas en mezclas de
metanol:agua de xy = 0,1 (a), 0,5 (b), 0,75 (c), 1,0 (d). Reproducido de Bako et al. 10 ¢on permiso de
las PCCP Owner Societies.

las propiedades espectroscopicas de los DHAOs son observados a xp; = 0,3. Los resultados
sugieren que la modificacién en las propiedades de los DHAOs se debe a una interaccién
desfavorable especifica con el agua, y solamente es evidente a fracciones molares altas de

agua, cuando las moléculas de agua dominan la estructura del solvente.

4.2 Inclusion en cavidad de ciclodextrina

Las ciclodextrinas han sido usadas extensamente como vehiculo de transporte de drogas
hidrofébicas a la membrana celular, entre otras aplicaciones bioldgicas,'!? debido a su
estructura tipo barril inclinado que forma una cavidad de tamafio justo para moléculas pequefias
y su solubilidad en agua. El tamafio de los DHAOs es aproximadamente compatible con
las cavidades de las -y y-ciclodextrinas, cuyas dimensiones aproximadas se muestran en

el Esquema 4.3.

Se evalué la efectividad de las ciclodextrinas para la solubilizacién y conservacién de las
propiedades fotoquimicas del DHAO pequefio 8. Para la preparacién de mezclas del compuesto
8 con concentraciones de - y y-ciclodextrina apropiadas para la efectiva solubilizacion,

se utilizé la ecuacién de Rao y Stella.!'® Los autores proponen el siguiente equilibrio de
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Esquema 4.3: Estructura y dimensiones aproximadas del compuesto 8 y 8- y y-ciclodextrina.

asociacion de una molécula M y una ciclodextrina CD:
K
M+CD = [M:CD] 4.1
donde K es la constante de equilibrio de inclusién de una molécula dada en la cavidad de la

ciclodextrina. La solubilidad de la sustancia M en presencia de ciclodextrina se define:

KSo

S =S
t 0+1+KS0

[Cep] 4.2)

donde §; es la solubilidad total, Sy es la solubilidad sin ciclodextrina, y C¢p es la concentracion
de ciclodextrina. Para que una cantidad M; moles de M sean solubles en un volimen V de

solucién, se debe cumplir:
SoV KSy CD
0 0 > (4.3)

M,  1+KSy M, ~

donde CD; es la cantidad de ciclodextrina en moles necesaria para solubilizar M;. EI primer
término, SoV /M;, es mucho menor que 1 para sustancias poco solubles en agua. El segundo

término se denomina nimero de utilidad, Ucp, y se define:

. KS() CD; . KS() mcp M}"M
N 14+KSy M, N 14+ KSy my Mrcp

Ucp 4.4)

donde m es la masa y Mr la masa molecular. La solubilizacién de M por la ciclodextrina es

eficiente cuando Ucp es mayor o igual a 1. Valores de K comunes para drogas solubilizadas
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por ciclodextrina son del orden de 10?> — 10* M~!. Utilizando esta ecuacién y los parametros
conocidos, se aproximaron los equivalentes de ciclodextrina necesarios para la solubilizacion
del DHAO en agua (Figura 4.3). La concentracién deseada de DHAO solubilizado se defini6
como 10 pug/mL (12,8 uM). Se calcularon los equivalentes necesarios para la solubilizacion
de 8 en 10 y 30% v/v metanol en agua (menores al limite de 50% v/v, xyy = 0,3), y se
aproximaron las solubilidades de 8 como 2 uM y 0,2 uM respectivamente, tomando como guia
la solubilidad del compuesto 11 determinado en la Seccién 4.1. El nimero de equivalentes
de B- y y-ciclodextrina necesarios en 30% metanol son por lo menos 10, y en 10% por lo
menos 100. Se prepararon entonces soluciones de combinaciones de solvente, ciclodextrina y
8 en estado fotoestacionario variados teniendo en cuenta estos cédlculos, se centrifugaron para

remover DHAO insoluble y se midieron las propiedades espectroscépicas de los sobrenadantes.

La Figura 4.4 muestra los espectros de absorcion y emisiéon de las distintas mezclas
preparadas. El DHAO, inicialmente en estado fotoestacionario para favorecer su inclusion,
fue fotorevertido con luz visible y luego irradiado con luz UV para fotociclar nuevamente. En
la fila superior se observan los espectros relacionados con las soluciones de B-ciclodextrina.
A pesar de observarse un poco de fotoreversion en todas las mezclas, la Unica donde se
observé emision y fotociclacion era la solucion con 30% metanol en agua y 100 equivalentes

de B-ciclodextrina - 10 veces superior al nimero estimado con la ecuacién de Rao y Stella.

Calculos para Beta-CD Calculos para Gamma-CD
Uco 1 Uco 1
MW DHA 784 MW DHA 784
MW Beta-CD 1134 MW Gamma-CD 1297
Para MeOH:Agua 30:70 Para MeOH:Agua 30:70
Concentraciéon DHA (M) 1,00E-05 Concentracién DHA (M) 1,00E-05
Solubilidad (M) 2,00E-06} Solubilidad (M) 2,00E-06
Equivalentes de CD m DHA (mg) m CD (mg) K (M?) Equivalentes de CD m DHA (mg) m CD (mg) K (M?)
1 0,01 0,01 5,00E+10 1 0,01 0,02 5,00E+10
2 0,01 0,03 5,00E+05 2 0,01 0,03 5,00E+05
5 0,01 0,07 1,25E+05 5 0,01 0,08 1,25E+05|
10 0,01 0,14 5,56E+04 10 0,01 0,17 5,56E+04
100 0,01 1,45 5,05E+03| 100 0,01 1,65 5,05E+03
Para MeOH:Agua 10:90 Para MeOH:Agua 10:90
Concentracién DHA (M) 1,00E-05 Concentracién DHA (M) 1,00E-05
Solubilidad (M) 2,00E-07] Solubilidad (M) 2,00E-07]
Equivalentes ode CD m DHA (mg) m CD (mg) K (M'l) Equivalentes ode CD m DHA (mg) m CD (mg) K (M?)
2 0,01 0,03 5,00E+06 2 0,01 0,03 5,00E+06
10 0,01 0,14 5,56E+05| 10 0,01 0,17 5,56E+05
100 0,01 1,45 5,05E+04] 100 0,01 1,65 5,05E+04
500 0,01 7,23 1,00E+04 500 0,01 8,27 1,00E+04

Figura 4.3: Planilla de Excel usada para definir los equivalentes de ciclodextrina necesarios para la
solubilizacién de 8. Equivalentes que resultarian en una constante de inclusién del orden de 1000 M-!
se resaltan en verde.
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Figura 4.4: Espectros de absorcién (linea continua) y emisién (linea punteada) para soluciones de 8 en
10% y 30% v/v metanol en agua con distintos equivalentes de - (arriba) y y-ciclodextrina (abajo).

Los resultados para la y-ciclodextrina (Figura 4.4, fila inferior) fueron mas prometedores:
fotoconversién fue posible con emisién incluso en 10% metanol en agua con 500 equivalentes
de 7-ciclodextrina. Con proporciones mayores de metanol (30%), 5 equivalentes son
suficientes para retener las propiedades. La diferencia de solubilidad entre - y y-ciclodextrina

se debe al mayor tamafio de la cavidad del segundo, que hospeda més facilmente al DHAQO.

Es llamativo el aumento de la emisién luego de un ciclo de fotoconversion: la emisidn inicial
(Figura 4.4, linea punteada negra) es menor que la emisién luego de un ciclo de fotoreversién
y fotociclacion (Figura 4.4, linea punteada verde), atin cuando la absorbancia es menor que el
valor inicial. Esto indica posiblemente un reacomodamiento del DHAO dentro de la cavidad de
la ciclodextrina, inducida por la diferencia en flexibilidad de los isémeros abiertos y cerrados,
que lleva a un mejor ajuste del DHAO y mayor proteccion del solvente. No se puede deducir
de estos experimentos la naturaleza de los complejos ciclodextrina:DHAO - teéricamente
ambos complejos 1:1 y 2:1 son razonables, y probables dados los equivalentes de ciclodextrina

involucrados.

Una vez establecidos los equivalentes necesarios para solubilizar el DHAO pequeiio 8, se
reprodujo el experimento con el compuesto 22, el equivalente de 15 pero con grupos metilo
en los carbonos reactivos (Esquema 4.4). El DHAO 22 es considerablemente mas grande

que 8, gracias a los dos anillos arilamida en cada extremo. Los espectros de absorcién y
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Pd(AcO),, K,CO3 // N
5
THF/EtOH/H,0 I o ©co 00 A

Esquema 4.4: Sintesis del compuesto 22.

emision antes y después de irradiacién con luz UV y visible se pueden observar en la Figura
4.5. No se observaron cambios en la absorbancia o la emisién que corresponderian con
fotociclacién o fotoreversion al irradiar, incluso con mas de 500 equivalentes de y-ciclodextrina
en 25% metanol en agua. Evidentemente la cavidad de la ciclodextrina no es suficientemente
grande como para acomodar un DHAO extendido. Para el DHAO pequeiio, una proporcién
sustancial de solvente orgdnico es necesario para solubilizar y conservar sus propiedades con
pocos equivalentes de ciclodextrina, mientras que concentraciones mayores de agua requieren
cientos de equivalentes, los cuales estan limitados por la solubilidad de la ciclodextrina
misma. Por ende, la solubilizacion de DHAOs por ciclodextrinas no es una opcién viable

para concentraciones altas de agua o DHAOs voluminosos.

4.3 Modificacion covalente con glucosa

Los grupos de Pu3! e Irie? solubilizaron diheteroariletenos no-oxidados con mono-sacaridos
con éxito, y se aplicé la misma estrategia a los DHAOs buscando solubilizar y conservar las

propiedades de los mismos en agua. Se utilizaron reacciones tipo «click» entre alquinos y

A 0.7 7 B 0.8 5
25% MeOH — Inicial 071 25% MeOH — Inicial
06N 80:1p-CDTMPL —Pos-UV [6 : 500:1y-CDTMP1 —Pos-UV |,
] Pos-Vis [ 0.6 1 Pos-Vis
0.5 5
© r © 4
S 041 4 5 S 0.5 =l
r @ E @
S 03] z £ z
2 o 2 0.3 A 5
2 027 8 £ 0.2 8
0.1 01 1
0.0 0.0 1
-0.1 r T T -1 -0.1 T T T
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Figura 4.5: Espectros de absorcién (linea continua) y emision (linea punteada) para soluciones de 22
en 25% v/v metanol en agua con - (A) y y-ciclodextrina (B).
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azidas para la unién de las unidades de glucosa a la estructura central del DHAO, para lo
cual se funcionalizaron glucosas con azida (Esquema 4.5). Se protegieron primero todos los
alcoholes de la glucosa con grupos acetilo (23), y luego se realiz6 una serie de sustituciones
nucleofilicas sobre el carbono 6 para reemplazar el acetilo con bromo (24) y luego con azida
(25).

Se generaron tres DHAOSs con glucosa para comparar derivados con grupos metilo y etilo en los
carbonos reactivos y con una y dos unidades de glucosa. Las rutas sintéticas correspondientes
a los precursores y a las reacciones “click” se pueden observar en los Esquemas 4.6 y 4.7.
Los precursores 27, 28 y 15 se generaron con reacciones Suzuki, descritas en detalle en
el Capitulo 2. Luego se realizaron reacciones organocupricas previamente comprobadas !4
con los alquinos terminales y la azido-glucosa en una mezcla de THF y metanol, usando el
ligando tris-(benziltriazolil)-metilamina (TBTA) para generar los DHAOs 29, 30 y 31 con

monosacdridos protegidos con grupos acetilo (Esquema 4.7).

La desproteccion se realizé en una primera instancia en metanol con 10 mM NaOH durante
24 horas, siguiendo el protocolo de Tong et al.®' para los diheteroariletenos no-oxidados.
Sin embargo, los DHAOs resultaron muy inestables en estas condiciones, degradandose en
menos de 5 minutos, perdiendo la fluorescencia y fotoconvertibilidad normal. Las condiciones
se modificaron para evitar esta descomposicién: cantidades cataliticas de K,CO3 en metanol
durante menos de 15 minutos fueron suficientes para desproteger totalmente las glucosas. La
susceptibilidad a las condiciones bésicas pareceria provenir directamente de las sulfonas, ya
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que Tong et al.”’ no tuvieron la misma experiencia. La desproteccidn de los alcoholes del

azucar se comprobd mediante espectros de RMN, que se pueden observar en la Figura 4.6
para los compuestos 29 y 32. Se utilizaron espectros bidimensionales HSQC y HMBC para

asignar inequivocamente las sefiales correspondientes a los protones del anillo sacarido (ver
HO__O on AcO _HBr_ NaNa
HO OH  AcOH oM AcO onc  DMF Acom
OH
26

Esquema 4.5: Sintesis de azido-glucosa.
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0 o o o THF/EtOH/H,0
:R=Me 27 :R=Me 22 :R=Me
16:R:Et 28 -R=Et 15 :r=Et

Esquema 4.6: Sintesis de precursores con grupos alquino terminales.
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Cu(ACN), .PF,
TBTA

THF/MeOH

29 :R,=Me, Ro=Ac

KGO 30 :R,=Et,Ra=Ac
MeOH 32 :R;=Me, Rp=H

Cu(ACN), .PF,
TBTA

THF/MeOH

Esquema 4.7: Sintesis de derivados de DHAOs con glucosa.
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Figura 4.6: A) Numeracién del compuesto 32. Espectros de 'H RMN (8 = 1,7 - 6,0) para 29 en CDCl3
(B) y 32 en CD30D (C).
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el Apéndice A). Se observa que estas sefiales bien definidas en el derivado acetilado colapsan
en el producto final, y desaparecen las sefiales correspondientes a los grupos acetilo a bajos
ppm. Ademads, en el espectro HMBC (Apéndice A) las sefiales de los protones del anillo de
la glucosa perciben los carbonos de los carbonilos adyacentes en el compuesto 29 pero estas
sefales desaparecen al desprotejer los alcoholes. Sumado a la mayor solubilidad en solventes

polares del derivado desprotegido, se confirma la desproteccion cuantitativa del azidcar.

Los tres derivados se evaluaron de igual manera que los controles en la Seccién 4.1, midiendo
las propiedades espectroscépicas y fotoquimicas en mezclas de metanol:agua. Los resultados
se observan en la Figura 4.7. Al igual que para los DHAOs control 11 y 15, la longitud
de onda de absorbancia maxima se corre hacia el rojo y la absorbancia maxima disminuye
drasticamente en soluciones de xj; < 0,3 para todos los derivados con glucosa (Figura 4.7A
y B). Sin embargo, al igual que para 15, la solubilidad de los derivados con etilo 33 y 34 es
algo mayor que para el derivado metilado 32, e incluso la solucién de 34 no presenté turbidez
en agua pura. La mayor solubilidad de 34 en altas fracciones de agua se refleja también en los

errores menores en las determinaciones de ®¢, ®4,c y P4 (Figura 4.7C,D y E).

Es llamativo que el @ del precursor 15 es mayor que ese de 34, ya que la derivatizacion con
unidades glucosa no modifica el sistema aromdtico del DHAO. Coincidentalmente los ® de
33 y 34 son idénticos en metanol puro (Figura 4.7C), sin embargo a xj; = 0,9 33 sufre una

caida en el valor de ®; mientras 34 lo conserva hasta x); = 0,3. A esta fraccién de metanol
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Figura 4.7: Variacién de absorbancia maxima (A) y longitud de onda del maximo de absorcién (B) de
la forma cerrada, rendimiento cudntico de fluorescencia (C) y rendimientos cudnticos de fotociclacién
(D) y fotoreversion (E) de 32, 33 y 34 en mezclas metanol:agua.
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se observa el mismo fenémeno que con la absorcién: a proporciones menores de metanol el
rendimiento cudntico disminuye drdsticamente. En cuanto a ®4_,c y ®c_4 (Figura 4.7D y
E), la misma tendencia es evidente: las propiedades se conservan hasta x;; = 0,3, y a mayores
concentraciones de agua los rendimientos disminuyen o bien las mediciones presentan errores

grandes debidos a baja solubilidad y malos ajustes de la cinética de conversion.

La disminucién de los rendimientos cudnticos de fluorescencia y fotoconversion a bajos xy,
implican un aumento en el decaimiento no-radiativo y no-reactivo de los estados excitados
de los isémeros cerrados y abiertos. Para corroborar esta hipétesis, se midieron los tiempos
de vida de 15, 33 y 34, los tres derivados con grupos etilo sin, con una y con dos unidades
de glucosa (Figura 4.8A). Se ve claramente que los tiempos de vida disminuyen a medida
que aumenta la proporcién de agua. A partir de xy; = 0,3 se observa un quiebre en la
tendencia y 7y disminuye rotundamente. Usando las ecuaciones descritas en el Capitulo 2
se pueden calcular las constantes de decaimiento correspondientes (Tabla 4.1) y los valores del
decaimiento no-radiativo k,, se grafican en la Figura 4.8B. Se observa un repentino aumento en
kyr a partir de x3; = 0,3, lo cual explica el desfavorecimiento de los caminos de fotoreversion

y emision.

Ya que ni el espectro de absorcion ni el de emisién presentan cambios en sus perfiles a bajas
Xy, queda descartada la formacion de una tercera especie producto de reacciones fotoquimicas
secundarias o de reaccién con el oxigeno ambiental, y la falta de turbidez o precipitados en
la solucién descarta la formacién de especies agregadas durante o después de la irradiacion.
Una explicacion podria ser la formacion de complejos como resultado del apilamiento © — 7
entre dos sistemas aromdticos''> de DHAOs. Sin embargo, los decaimientos de fluorescencia

son mono-exponenciales, y diheteroariletenos no-oxidades han sido solubilizados con grupos

hidrofilicos conservando sus propiedades fotoquimicas en soluciones acuosas.30:31:33
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Figura 4.8: Tiempos de vida media de fluorescencia (A) y constantes cinéticas de decaimiento
no-radiativo (B) de 15, 33 y 34 en mezclas metanol:agua.
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Tabla 4.1: Constantes cinéticas de decaimiento para compuestos 15, 33 y 34.

Compuesto 15

M T Peoa (X10Y) keoa (x107)  ®p kp (x10®) kg (x107)
1,00 2,40 11 4,5 0,99 4,1 0,26
0.80 235 8.5 3,6 0,87 3,7 55
0,64 2,32 7.8 3.4 0,97 42 1.1
0,51 2728 8,0 3,5 0,62 2,7 16
0,40 2,32 8,4 3,6 0,91 3,9 3,9
0,31 2,19 10 4,8 0.81 3,7 8.4
023 1,99 39 20 0,39 2,0 30
0,16 1,95 6,0 3,1 0,18 0,92 42
0,10 1,82 8.8 4.8 0,12 0,65 49
Compuesto 33
M Tf Peoa (X103 keoa (X100 D ke (X108) Ky (X1079)
1,00 2,09 32 1,5 0,57 2,7 2,0
0.89 2,04 2.8 1.4 0,54 2,6 2,3
0,80 2,01 2,9 1.4 0,61 3,0 1.9
0,64 2,00 2,9 1,4 0,68 34 1,6
0,51 1,97 3.1 1,6 0,63 32 1.9
0,40 1,97 2,6 1,3 0,46 2.4 2,7
023 191 55 2,9 0,35 1,8 3.4
0,16 2,00 28 14 0,24 1,2 3,7
Compuesto 34

M Tf Peoa (x10Y) keoa (X100) 0 B ke (x10®) kg (x107%)
1,00 2,35 34 1,4 0,55 2,3 1,9
0.89 2732 54 2.3 0,63 2,7 1.6
0,80 226 3,5 1,6 0,34 1.5 2,9
0,64 224 2,3 1,0 0,35 1,6 2,9
0,51 2728 3.8 1,7 0,34 1,5 2,9
0,40 223 2,6 12 0,33 1.5 3,0
031 2,15 2,8 1,3 0,32 1,5 3,1
0,19 1,99 0,33 0,17 0,18 0,88 4,1
0,10 1,71 0,022 0,013 0,10 0,58 53
0,00 1,74 0,17 0,099 0,017 0,097 5,7
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Figura 4.9: Variacion del rendimiento cudntico de fluorescencia (A) y rendimientos cudnticos de
fotociclacion (B) y fotoreversion (C) de 32 en mezclas metanol:agua (negro), etanol:agua (rojo) y
acetonitrilo:agua (azul).

Por ultimo, y para constatar que el elemento problemaético es el agua y no el metanol, se
repitieron las mediciones de solubilidad y de las propiedades fotoquimicas de 32 en mezclas
de agua y otros solventes polares: etanol y acetonitrilo. Los valores de los rendimientos
cudnticos de fluorescencia y fotoconversién en estas mezclas se comparan con aquellas en
metanol:agua en la Figura 4.9. El compuesto 32 presenta el mismo comportamiento en todas
estas mezclas: la solubilidad no mejora y todos los rendimientos disminuyen o su error
aumenta al disminuir la fraccién molar del solvente orgdnico por debajo de xscy = 0,15
y xgrog = 0,10 aproximadamente. En el caso de acetonitrilo, hay un consenso general
entre distintos autores que para xscy < 0,10 — 0,33 (dependiendo del método de célculo)
la estructura del solvente estd dominada por las moléculas de agua y el valor de xacy es
homogéneo a traves de la solucién. 6T A x4cn por encima de estos valores, la estructura
de la solucion presenta microheterogeneidad, tal que moléculas de agua se encuentran cerca de
otras moléculas de agua e idem para el acetonitrilo. Para el etanol ocurre un fenémeno similar
pero a xg;oy todavia menores; la solucién se torna microheterogénea y moléculas de etanol se
encuentran totalmente hidratadas recién a xg;of > 0,07 —0, 2. N9 1 05 cambios estructurales
de los solventes vienen acompafiados a su vez por puntos de inflexion en las propiedades
termodindmicas de todas las mezclas (metanol, etanol y acetonitrilo). La correlacién entre
la dominacién del agua en la estructura molecular del solvente y la pérdida de potencial

fotocrémico de los DHAOS es clara en cada uno de estos casos.

El conjunto de los experimentos sugieren que hay interacciones desfavorables especificas entre
el agua y el grupo sulfona, irénicamente responsable por la fluorescencia de los DHAOs en
primer lugar. A pesar de poder solubilizar individualmente una molécula de DHAO en agua
por modificacién covalente con grupos hidrofilicos, esta técnica no alcanza para conservar sus

propiedades fotoquimicas.
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4.4 Adsorcion a albamina

La adsorcién de DHAOs a la albimina de suero bovino (BSA) se evalué como técnica
de solubilizacién, sirviendo simultidneamente como aproximacién a las interacciones
no-covalentes de los DHAOs con proteinas dentro de la célula. La BSA es una proteina
globular de 66 kDa con una estructura conocida que tiene entre 2 y 7 sitios de unién
conocidos 121213122 donde se unen diversas hormonas y 4cidos grasos.!?> A diferencia de
la unién a sitios internos o activos de la proteina, la adsorcion es no-especifica, no hay una
afinidad particular del adsorbato por el sitio de adsorcioén, y las interacciones son mayormentes

de Van der Waals o electrostdticas. Sin embargo, evidencia experimental >3

sugiere que los
sitios de unién son los preferidos para la adsorciéon de una amplia variedad de moléculas

orgdnicas, y en particular croméforos con estructuras mayormente hidrofébicas.

La conservacién de las propiedades fotoquimicas de los DHAOs por adsorcién a BSA se
evalué adsorbiendo derivados sin glucosa (compuestos 11 y 15) a su superficie, y con glucosa
(compuestos 32 y 33) para evaluar si la presencia de un grupo hidrofilico afectaba la adsorcién.
Se prepararon tres soluciones madres para cada DHAO y las mismas se irradiaron previamente
con luz UV para llegar al estado fotoestacionario. Se prepard una solucién madre de BSA de
0,1 uM en buffer de fosfato, y luego se mezclaron soluciones de DHAOs con y sin BSA (solo
con buffer), siempre conservando un mismo volimen de metanol, segin la planilla de Excel en
la Figura 4.10. Las muestras se agitaron y se centrifugaron durante 10 minutos a 500 rpm para
precipitar DHAO no-adsorbido. El sobrenadante se removié y el precipitado se resuspendid
en un volimen equivalente de metanol. Se midieron espectros de absorcion y emisioén antes y
después de un ciclo de fotoreversion-fotociclacién de los precipitados y sobrenadantes, con y
sin BSA, para cada una de los DHAOs.

Debido a la insolubilidad de todos los DHAOSs en soluciones de menos de 2,5% v/v metanol

en agua, todas las muestras sin BSA presentaron un 100% de fotocrémico en el precipitado

Equivalentes Volimen | Vol Total Volumen de DHAO (uL) Concentracién
Concentracion (M) BSA DHAO BSA (uL) | MeOH (uL) | Sn Madre 1| Sn Madre 2 | Sn Madre 3 DHAO (M)
Solucién Madre BSA 1E-07 1 1 800 20 1 1,0E-07
Solucién Madre DHAO 1 8E-05 1 15 800 20 15 1,56-07
Solucién Madre DHAO 2 4E-04 1 2 800 20 2 2,0E-07
Solucién Madre DHAO 3 8E-04 1 2,5 800 20 2,5 2,5E-07
1 3 800 20 3 3,0E-07
1 4 800 20 4 4,0E-07
1 5 800 20 1 5,0E-07
1 6 800 20 1,2 6,0E-07
1 7 800 20 14 7,0E-07
1 8 800 20 1,6 8,0E-07
1 9 800 20 0,9 9,0E-07
1 10 800 20 1 1,0E-06
1 20 800 20 2 2,0E-06
1 30 800 20 3 3,0E-06

Figura 4.10: Planilla de Excel de célculos para la preparacién de las soluciones de BSA y DHAOs.
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resuspendido. Las muestras con BSA mostraron un comportamiento marcadamente distinto,
como se observa en la Figura 4.11. Los porcentajes de DHAO precipitado y soluble se
calcularon respecto a los moles totales que se agregaron a cada muestra, con lo cual hay
un cierto error en las determinaciones gracias a la ineficiente extraccion del sobrenadante y
la resuspension del precipitado. Para todos los compuestos, con pocos equivalentes de
DHAO se observa una pequeia proporcion en el precipitado, pero la mayor parte se encuentra
soluble. A medida que aumentan los equivalentes de DHAO, la proporcién soluble permanece
aproximadamente igual para 11 y 15, incluso aumentando para 33. Sin embargo, para el
compuesto 32 se ve claramente un punto de quiebre, donde el DHAO prefiere estar agregado
que adsorbido a partir de los 10 equivalentes, y se invierten las proporciones precipitadas y
solubles. Es sorprendente que los demds compuestos no presenten este comportamiento, ya
que es lo esperado para una curva de adsorcion. También es llamativo que con 30 equivalentes
de 32, un 95% de estos esten precipitados, y que no se conserve la solubilidad de al menos un

20% (6 equivalentes), ya que un 60% de 10 equivalentes permanecian solubles.

Es imposible determinar a partir de estos graficos el niimero de moléculas de DHAO promedio

que se adsorben a una molécula de BSA, ya que no se obtuvieron curvas normales de
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Figura 4.11: Porcentaje de fraccion soluble (negro) y precipitado (rojo) de los DHAOs 11 (A), 32 (B),
15 (C) y 33 (D) en mezclas de BSA con distintos equivalentes de DHAO.



114 Solubilizacion de diheteroariletenos oxidados

saturacion. La adsorcién de mds de 7 equivalentes de DHAO a BSA implica adsorcion a
sitios desconocidos o adsorcién no dirigida a sitios de unién. La presencia de un precipitado
incluso a bajos equivalentes podria significar que compiten las interacciones van der Waals con

la BSA y las interacciones  — 7 de los DHAOs que llevan a la agregacion.

En cuanto a la conservacién de las propiedades fotoquimicas de los DHAOs adsorbidos a
BSA, no se observé fotoconversién de ningtin tipo en solucién para ninguno de los derivados.
Los espectros de emision de los compuestos 15 y 33 en metanol puro y adsorbido a BSA se
grafican en la Figura 4.12. Como se ve, los valores de ®; disminuyen al menos 20 veces
al estar adsorbidos y en solucion acuosa. La disminucién en la emision se podria deber a
una interaccién desfavorable con el solvente; a una transferencia de energia a los residuos
aromaticos de la protefna;'?* 6 a la interaccién 7 — 7 con residuos aromaticos.!?> Se ha
demostrado que los sitios de union de la BSA cambian levemente su conformacidon en presencia

de un ligando 12%126:127

maximizando las interacciones hidrofébicas, lo cual podria llevar a
una mayor proteccién del solvente pero también a un mayor solapamiento de los orbitales de
los residuos con los del ligando. Mientras la adsorcién a BSA solubiliza efectivamente a los
DHAGOs, gracias a alguna de estas interacciones desfavorables el nuevo entorno no es adecuado

para conservar la emision y la fotoconversion.

4.5 Inclusion en proteinas de union de acidos grasos

Las proteinas de unién de 4cidos grasos (FABPs, del inglés fatty acid binding proteins) son
proteinas de 14-15 kDa que unen especificamente 4cidos grasos saturados e insaturados con

alta afinidad'?® y sirven de chaperonas intracelulares de los mismos. FABPs de distintas

A 0,40 — Metanol (@, = 0,99) B 012 —Metanol (®, = 0,57)
0,357 — BSA (®,=0,017) 0.101 —BSA (@, = 0,019)
- 0,301 -
8 0,251 s 0,08+
é 0,20 % 0,06+
£ 0,151 £ 0,041
0,101
0,05 0,021
0,001 0,001
450 560 55'30 660 65'30 760 75'30 450 560 SéO 660 GE:)O 760 7E:>O
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

Figura 4.12: Espectros de emisién de 15 (A) y 33 (B) en metanol (negro) y adsorbido a BSA (rojo), y
sus respectivos .
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partes del organismo unen diversos 4cidos grasos con afinidad variable, y en general cuanto
mas hidrofébico el ligando, mas fuerte la unién. Todos los FABPs tienen una estructura de
barril 8 con una cavidad decorada con residuos hidrofébicos y polares en el interior,'? y
una “tapa” de un lado del barril conformada por un loop en la estructura secundaria. En
particular, la FABP del higado (L-FABP) tiene una cavidad considerablemente mds grande
que FABPs provenientes de otros lugares del organismo, por ejemplo del intestino (I-FABP), y
puede unir simultdneamente dos moléculas de 4cidos grasos (Figura 4.13). Se ha demostrado
que las FABPs son capaces de unir otras moléculas lipofilicas, por ejemplo fluoréforos

organicos. 13%:13!1

El desempefio de las FABPs como anfitriones de DHAOs se evalué con el compuesto 11, de
tamafio demasiado grande para ser solubilizado por la cavidad de la ciclodextrina. Se agradece
especialmente la colaboracién del Dr. Lisandro Falomir-Lockhart en estos experimentos.
Soluciones de 10 uM de FABPs intestinales (I-) y de higado (L-) en 50 mM buffer de fosfato
con 100 mM CaClj; se incubaron con 0,5 M de 11 pre-irradiado con luz UV en DMSO (10%
DMSO en total). Se incubd también una muestra sin proteina, en las mismas condiciones,
para controlar la formacién de micelas de DHAO que podrian interferir. Luego las muestras se
purificaron por cromatografia de exclusion por tamaifio y se midid la absorbancia a 275 nm de
cada fraccidn para localizar la proteina. Los cromatogramas se encuentran en la Figura 4.14,
donde se ve la ausencia de micelas de DHAO en la muestra sin proteina, y las dos bandas de
elucién de las FABPs. Ya que no se trata de una unién covalente del DHAO a la proteina, no fue
posible purificar el complejo de FABP libre, por ejemplo por electroforesis. Se caracterizaron
las muestras al igual que en los experimentos previos, midiendo los espectros de absorcién
y emision antes y después de fotoconvertir a los DHAOs (Figura 4.15).  Se observd una

buena fotoreversién de ambos complejos, y conservacion de la emision, aunque esta fue menor

Figura 4.13: Estructura de dos acidos oléicos unidos a L-FABP (a) y 4cido palmitico unido a I-FABP
(b). Adaptado con permiso de Furuhashi y Hotamisligil 1?8. Copyright 2016 Nature Publishing Group.
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Figura 4.14: Cromatograma de elucién de muestras de DHAO 11 con y sin FABPs. Absorbancia
medida a 275 nm.
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Figura 4.15: Espectros de absorcién y emision de los complejos 11:1-FABP (A, C) y 11:L-FABP (B,
D) antes (negro) y después (rojo) de irradiar con luz visible.
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que en solventes orgdnicos. Incluso se pudieron realizar ciclos de fotoconversion, los cuales se
muestran para el complejo 11:L-FABP en la Figura 4.16. Los espectros de absorcién y emision
varian de la forma esperada al irradiar con luz UV (rojo a violeta, Figura 4.16A) y se pudieron
realizar mdltiples ciclos de fotoconversién (Figura 4.16B). Se observa una disminucién en
la absorbancia mdxima de la forma abierta durante los ciclos, pero no en la emisién. Este
fendmeno se habia visto con la ciclodextrina, donde luego de un ciclo la emisién aumentaba a
pesar de no recuperarse la absorbancia inicial. Nuevamente, puede ser indicativo de un mejor
acomodamiento del DHAO en la cavidad del FABP. Los resultados son prometedores, ya que se
pudo conservar la fotoconversién y la emisién de los DHAO en soluciones acuosas utilizando

las cavidades de las FABP como anfitriones.

4.6 Conjugacion covalente a proteinas

4.6.1 Sintesis de derivados con maleimida

La dltima seccién de este capitulo trata de la conjugacion de DHAOs a proteinas
mediante enlaces covalentes para generar sondas para proteinas y estructuras celulares y
simultdneamente como técnica de solubilizacidn. Se sintetizaron tres compuestos derivados
de DHAOs con grupos funcionales tipo maleimida, que reaccionan rapidamente con grupos
sulthidrilos en condiciones acuosas y suaves para proteinas. Se seleccionaron dos sustituyentes
de DHAOs de aquellos estudiados en el Capitulo 2: el grupo amida (compuesto 11) ya
que presentaba buena fotoconversion y propiedades intermedias de los DHAOSs; y el grupo

etoxibromo (compuesto 14) que proporcionaba solvatocromismo al fotocrémico. Las rutas
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Figura 4.16: Espectros de absorcion y emision del complejo 11:L-FABP durante fotociclacién con luz
UV (A) y valores de absorbancia médxima del isémero cerrado y emisién durante fotociclos con luz
visible y UV alternda (B).
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sintéticas desarrolladas para la sintesis de los derivados con maleimida de estos dos DHAOs se

aprecian en los Esquemas 4.8 y 4.9.

Los derivados con grupos amida se sintetizaron a partir del producto 35 de la reaccién Suzuki
del precursor 8 con el 4cido 4-carboxifenilborénico. Se activaron los carbonilos de 35 con
SOCI, y se reaccionaron con N-aminoetilmaleimida para generar los derivados mono- y
di-sustituidos. El compuesto 40 se sintetiz6 con mayor dificultad, incorporando primero el
grupo maleimido al acido borénico 38 mediante una reacciéon de Mitsunobu en condiciones
optimizadas de la literatura. '3? El producto 39 se acopl6 al precursor de DHAOs 16 mediante

un acoplamiento de Suzuki obteniéndose el producto 40.

Se caracterizaron estos tres compuestos espectroscopicamente, y los espectros de absorcién
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Esquema 4.9: Sintesis de un derivado de DHAO con maleimida y grupo etoxibromo.
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Figura 4.17: Espectros de absorcién y emision de los isémeros abiertos (azul) y cerrados (rojo) de los
compuestos 40 (A, acetonitrilo y heptano), 36 (B, acetonitrilo) y 37 (C, acetonitrilo).



§4.6 Conjugacion covalente a proteinas 119

y emisién en acetonitrilo se pueden observar en la Figura 4.17. El compuesto 40 es ademas
solvatocrédmico, ya que el grupo etoxi le proporciona esta caracteristica, y se puede observar
en la Figura 4.17A un desplazamiento de 117 nm de la emisién en heptano a acetonitrilo,
comparable con los resultados presentados para el compuesto 14 en el Capitulo 2. Las demads
propiedades fotoquimicas se muestran en la Tabla 4.2. El compuesto 40 presenta rendimientos
cuanticos de conversion menores a los compuestos no solvatocrémicos (al igual que el derivado
14 en el Capitulo 2) y un valor mayor también de ®; debido a la presencia de los dos grupos

etilo en los carbonos reactivos.

4.6.2 Conjugacion a proteinas

Para la conjugacidn se eligié trabajar con dos proteinas distintas: ¢-sinucleina y un anticuerpo

secundario. Se agradece especialmente la colaboracién del Dr. Nathan Cook en esta seccién.

o-Sinucleina:

La o-sinucleina es una proteina pequefia de 140 aminodcidos que es intrinsicamente
desordenada, y se encuentra en los agregados amiloide que se forman en neuronas en la
enfermedad de Parkinson. Se decidié conjugar un DHAO a esta proteina debido a varias
razones: el grupo del Dr. Jovin tiene vasta experiencia en la agregacion de la sinucleina
y sus interacciones con membranas y otras proteinas; el tamafio pequefio de esta proteina
permitiria evaluar si una proteina chica provee un entorno suficientemente favorable para
conservar la fotoconversion en agua; y ademads la proteina cuenta con tres regiones definidas
con distinto caracter hidrofébico o acidico, tal que se podia evaluar el efecto de éste caracter
sobre la sonda, y vice versa particularmente durante la agregacién (ver Capitulo 6). Se
eligié trabajar con mutantes de a-sinucleina con cisteinas en las posiciones 18 (N-terminal,
residuos hidrofébicos), 90 (regién central, residuos hidrofébicos) y 140 (C-terminal, residuos
dcidos) para evaluar el efecto de las cargas locales y/o hidrofobicidad sobre la solubilizacion

y fotoconversion. Se conjugaron estos mutantes al compuesto 40, ya que el solvatocromismo

Tabla 4.2: Propiedades espectroscépicas y fotoquimicas de los derivados con maleimida.

lmax,C abs (nm),

Conjugado  Amax,a™ (nm), Amax™ (nm) B Dac (x102)  Dea (x10%)

€ (mM"cm") € (mM'lcm'l)
40 320, 11,6 470, 35,8 647 0,88 1,2 0,34
36 329, 19,2 438, 38,4 526 0,48 58 8,2

37 332,19,0 437, 37,6 530 0,81 31 18
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del fotocrémico serviria para reportar informacién sobre el entorno de la molécula en cada
posicién, y al compuesto 37 como sonda no-solvatocromica. En el Capitulo 6 se detalla
el uso de estos conjugados de 40 como sondas solvatocrémicas durante la agregacion de la

o-sinucleina.

El protocolo para la conjugacién de los mutantes de a-sinucleina se optimizé teniendo en
cuenta la insolubilidad de los DHAOs en buffer de fosfato: se evalud la solubilidad de la
a-sinucleina y el compuesto 40 en mezclas de distintos volimenes de solventes orgdnicos en
buffer (Tabla 4.3). Se requiere al menos un 40% de acetonitrilo para solubilizar 90 uM del
compuesto 40 en buffer manteniendo una solubilidad de 30 uM de a-sinucleina. Se usaron
las siguientes condiciones para conjugar 40 y 37 y los mutantes de a-sinucleina detallados
en la Tabla 4.4: 40% acetonitrilo en buffer de fosfato 25 mM con concentraciones finales de
30 uM de o-sinucleina, 90 uM de DHAO y 1 mM de TCEP (tris(2-carboxietil)fosfina, agente
reductor). Los DHAOSs se conjugaron como el isémero abierto, con una pequeiia proporcion de
isémero cerrado debido a luz espurea. Ya que el compuesto 37 tiene dos grupos maleimida, en
exceso de DHAO se esperaba que se formen tanto monémeros como dimeros de o -sinucleina.
Las mezclas se agitaron constantemente durante 12 horas, protegidas de luz ambiental. La

numeracién de cada conjugado se encuentra en la Tabla 4.4 como referencia.

Las proteinas marcadas fueron purificadas por cromatografia de exclusién de tamaiio
y las fracciones analizadas midiendo la absorbancia a 275 nm (proteina) y 350 nm
(DHAO). Los cromatogramas correspondientes a las reacciones de a-sinucleina-A140C:40

y a-sinucleina-A18C:37 se muestran en la Figura 4.18. La Figura 4.18A correspondiente

Tabla 4.3: Ensayos de solubilidad de a-sinucleina (30 uM) y 40 (90 uM).

Ensayo Numero Solvente orgdnico % Solvente  Soluble?
1 DMSO 1 No
2 DMSO 16 No
3 DMSO 30 No
5 DMSO 50 No
6 DMSO 60 No
7 ACN 10 No
8 ACN 20 No
9 ACN 30 No
10 ACN 40 Si
11 ACN 50 Si
12 ACN 60 Si




§4.6 Conjugacion covalente a proteinas 121

Tabla 4.4: Numeracién y descripcién de los conjugados de ¢o-sinucleina.

Mgtante /de DHAO dgug:;:jfgijgo Propiedad
a-sinucleina
A18C 40 41 Solvatocrémico
A90C 40 42 Solvatocrémico
A140C 40 43 Solvatocrémico
A18C 37 44 Monémero de a-sinucleina
A18C 37 45 Dimero de ¢-sinucleina

al conjugado 43 se muestra en representacion también de los mutantes 41 y 42, donde se
ve el pico correspondiente a la elucién de una mezcla de proteina libre y proteina marcada.
El cromatograma de la Figura 4.18B presenta dos picos, supuestamente correspondientes al
mondémero y al dimero formados, incorporando el DHAO 37 como puente entre dos unidades

de a-sinucleina.

Usando la relaciéon de absorbancias entre 275 nm y 350 nm se obtuvo el rendimiento de
marcacién. Los coeficientes de absortividad molar (¢) de los DHAOs y a-sinucleina, y
aquellos calculados para los conjugados se muestran en la Tabla 4.5. Los valores de
absorbancia de los cromatogramas de 41, 42 y 43 corresponden aproximadamente a la
relacién calculada, sugiriendo una marcacién cuasi-cuantitativa de la proteina para todos
estos conjugados. Las relaciones de absorbancias 275 nm/350 nm de los dos picos del
cromatograma de la marcacién de a-sinucleina-A18C con 37 (2,01 y 2,20 para el primer y
segundo pico) también se corresponden aproximadamente con las relaciones de € calculadas

para un monémero y un dimero de sinucleina: €75/€350 = 1,93 para el monémero, €,75/€350 =

>
w

1—=-275nm 0,35 —=-275nm

0,161 —+-350 nm © 0,307 ——350 nm
(0] h e 4
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Figura 4.18: Cromatograma de elucién del conjugado de «-sinucleina-A140C:40 (A) y
a-sinucleina-A18C:37 (B).
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Tabla 4.5: Coeficientes de absortividad molar de los conjugados DHAO: a-sinucleina.

€ (x10°3 Mlem)
Conjugado o-Sinuclein DHAO Conjugado
275nm  350nm 275nm  350nm 275nm 350 nm
41, 42,43 4 0 12 11 16 11
44 4 0 25 15 29 15
45 4 0 25 15 34 15

2,26 para el dimero. Esto indica que los dos picos son monémero y dimero de sinucleina
aproximadamente 100% marcados. Las fracciones de cada cromatograma correspondientes
a las proteinas marcadas se juntaron y se concentraron por centrifugacién para obtener los
conjugados 41, 42, 43, 44 y 45 puros.

Los conjugados de a-sinucleina se caracterizaron como de costumbre. Los espectros de
absorcién y emision correspondientes a los conjugados con la sonda solvatocrémica 41, 42
y 43 se muestran en la Figura 4.19. Las longitudes de onda de maxima absorbancia y emision
del isémero cerrado para cada uno de los conjugados solvatocromicos fueron iguales a la del
DHAO solo en acetonitrilo, indicando que el entorno de la sonda es de aproximadamente
igual polaridad (Tabla 4.6).

practicamente del 100% para los conjugados 41 y 42, pero para 43 sorprendentemente

Los grados de conversién en el estado fotoestacionario fueron

pareciera que el fotocrémico llegd a un grado mucho menor de fotoconversidn, dado el perfil
del espectro de absorcion. Esto es curioso, ya que la fotoreversion de los derivados con grupos
etoxi es notoriamente lenta, llevando a altos grados de fotoconversion. Una fotociclacién
deficiente puede deberse a heterogeneidad en el entorno de las sondas, favoreciendo que
algunas fotociclen pero otras no. A pesar de que los conjugados fotociclaron en mayor o menor

medida, una vez llegado al estado fotoestacionario los DHAOs no se pudieron fotorevertir
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Figura 4.19: Espectros de absorcion (linea continua) y emision (linea punteada) de los conjugados 41
(A), 42 (B) y 43 (C) antes (azul) y después (verde) de irradiacién con luz UV.
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Tabla 4.6: Propiedades espectroscdpicas y fotoquimicas de los conjugados con sinucleina.

Conjugado  Apax A% (M) Apax 0™ (M) Amax®™ (nm) & Pp 0 (x10%)  Peyp (x10%)
41 355 466 630 0,048 4.8 0
42 - 475 636 0,041 7,7 0
43 365 440 626 0,052 0,39 0
44 341 447 625 0,023 0,19 0
45 - 450 532 0,025 0,040 1,5

(Figura 4.20). Las curvas de fotoconversion muestran que al irradiar el estado fotoestacionario
con luz visible, las integrales de emisién no disminuyen, sino que se mantienen e incluso
aumentan. A la vez, los rendimientos cudnticos de fluorescencia @ (Tabla 4.6) son muchisimo
menores a aquellos de las sondas libres en solvente orgdnico. Esto apunta a un fenémeno
parecido al demostrado en la Seccién 4.3 con los DHAO modificados con glucosas, donde en
solventes con alta fraccién molar de agua los @7 y ®¢_,4 disminuian debido a un aumento en la
constante de decaimiento no-radiativo &, del estado excitado del isomero cerrado. Mientras las
fotociclacién no es afectada (los rendimientos cudnticos son comparables a los del compuesto

40 en acetonitrilo), la fotoreversion y la emision no compite con el decaimiento no-radiativo.

Para los conjugados 44 y 45 los espectros de absorcién y emision se observan en la Figura
4.21. Las longitudes de onda de absorcién (Tabla 4.6) de estos conjugados coinciden
aproximadamente con aquellas del DHAO 37 en acetonitrilo, y mientras la emisién de 45
es parecida a la del DHAO libre, la emision de 44 estd desplazada casi 100 nm hacia el rojo.
Este hecho fue inesperado ya que esta sonda no es solvatocrémica, por lo cual un cambio en
la polaridad del entorno no puede explicar el desplazamiento. La curva de emisién de ambos
conjugados parece estar compuesta por tres bandas, que cambian en intensidad relativa en los
dos conjugados. Este cambio en la emision se puede deber a la interaccion del grupo acido libre

del conjugado 44 con los residuos basicos de la proteina. Al donar su protén en su caricter

A 555 B C
’ Cerrar Abrir 124 Cerrar 4,00 Cerrar e
2,00 — |_’Bnaaﬂna=a [ pepepesced I_;"W GLECEEI
9@9 ) 10 — 3,25 a L5
I ST Abrir ©  Abrir
O 1,75 E @ o 8 3 &
= o ] 2 2,50
< 8 < g < o
1,50 4 E 6] & &
g 5 1,75 g
1,25 ° 4] 8 ;
g8 ]
1,00 : . . . 2 E . . 100 . . r
0 1000 2000 3000 0 1000 2000 3000 0 1000 2000 3000
Tiempo de irradiacion (s) Tiempo de irradiacion (s) Tiempo de irradiacion (s)

Figura 4.20: Curvas de drea de emision durante irradiacion con luz UV (cerrar) y luego visible (abrir)
para los conjugados 41 (A), 42 (B) y 43 (O).
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Figura 4.21: Espectros de absorcién (linea continua) y emision (linea punteada) de los conjugados 44
(A) y 45 (C) antes (azul) y después (verde) de irradiacién con luz UV. Curvas de drea de emisioén durante
irradiacion con luz UV (cerrar) y luego visible (abrir) para los conjugados 44 (B), 45 (D).
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dcido, la carga negativa del grupo carboxilo resuena entre los dos enlaces C-O generando una
densidad electrénica negativa sobre este extremo del DHAO, impactando la estabilidad relativa

de los modos vibracionales del estado excitado del isémero cerrado.

Los rendimientos cudnticos de fotociclacién de ambos conjugados 44 y 45 son 2 y 3 6rdenes
de magnitud menores al ®4_,c del DHAO 37 libre en acetonitrilo, lo cual es de esperar ya que
en altas fracciones molares de agua disminuia ®4_,¢c para los DHAO controles (Seccién 4.1).
Aunque sea con menor rendimiento, los conjugados fotociclaron en tiempos manejables; pero
la fotoreversion no fue posible para el conjugado 44, al igual que para todos los conjugados con
el DHAO solvatocrémico. Si parece, sin embargo, haber una disminucién minima en el area
de emisién que se mantiene luego en un valor constante durante la irradiacién, Nuevamente,
a pesar de no fotorevertir, tampoco pareceria, por el perfil del espectro de absorcién, haber
llegado al estado fotoestacionario con casi 100% isémero cerrado que se esperaria dada
una fotoreversion nula. Esto apunta otra vez a una heterogeneidad en el entorno de los
fotocrémicos, ya que algunos pueden sufrir fotociclacion y otros no. Al estudiar los espectros
de emision del conjugado 44 durante la fotoconversion (Figura 4.22A), se observa que al
cerrar el DHAO con luz UV la banda de emisién de mayor longitud de onda aumenta en
mayor proporcién que la de menor longitud de onda. Al abrir con luz visible, las bandas
de menor longitud de onda desaparecen casi por completo, mientras sigue aumentando la
intensidad de la banda de mayor longitud de onda. Ya que la banda de mayor longitud de
onda probablemente este relacionada con la interaccién del grupo 4cido con otros residuos,
al fotociclar el DHAO este pierde flexibilidad y se acomoda en el entorno aminoacidico,
definiéndose las interacciones con los residuos para esta nueva configuracién. Luego, al
intentar fotorevertir el compuesto, este se termina de acomodar en su entorno, y no se observan

mds cambios en los espectros de absorcién o emisidn con irradiaciones subsecuentes.

El conjugado 45, al contrario, si presenta una fotoreversion (Figura 4.21D) con un ®¢_,4
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Figura 4.22: Espectros de emision de los conjugados 44 (A) y 45 (B) durante un ciclo de irradiacién
con luz UV y luego visible.
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solamente un orden de magnitud menor al del DHAO libre en solvente orginico (Tabla
4.6). Para asegurar que el conjugado era capaz de fotociclar entre los isémeros abiertos y
cerrados, se repitieron las irradiaciones con UV vy visible, y los fotociclos se pueden apreciar
en la Figura 4.23. A pesar de una disminucién en la absorbancia, indicando un grado de
fotodegradacion apreciable, no se observan grandes cambios en la emisién después de algunos
ciclos. Al igual que el conjugado 44, el perfil de la emisién de este conjugado cambia luego
de un ciclo de fotoconversién (Figura 4.22B). Sin embargo, aunque la intensidad relativa de
la banda de mayor longitud de onda aumenta minimamente respecto a la de menor longitud
de onda, el efecto no es tan dramatico como para el conjugado 44, y en este caso es posible
realizar mas fotociclos luego del primero, y el perfil de emisién no varia durante estos. El
DHAO di-funcionalizado no tiene grupos 4cidos libres que son susceptibles a interacciones con
residuos préximos, lo cual explica el menor cambio en el perfil de emisidon. Adicionalmente,
es posible que la fotoreversidn factible de este conjugado se deba o bien a un entorno mds
amigable para el DHAO al estar rodeado de dos cadenas protéicas, o bien a que el hecho
de actuar como una bisagra entra las dos cadenas de «-sinucleina favorezca el camino de
fotoreversion ya que el isdmero abierto es mds flexible. En este sentido, el rendimiento de
fotociclacion es un orden menor al del conjugado 44, indicando menor preferencia por la

ciclacion al excitar al isémero abierto, posiblemente por la mayor flexibilidad de este.

En términos de la efectividad de la conjugacién a o-sinucleina para la solubilizacién y
conservacién de las propiedades fotoquimicas de los DHAOs se pueden derivar algunas
conclusiones de estos ensayos. A pesar de que efectivamente se solubilizaron los fotocrémicos
en agua, los mismos perdieron sus propiedades emisoras de fluorescencia al disminuir los
rendimientos cudnticos a menos de 5%. Ademds, una vez activados con luz UV no se pueden
fotorevertir, excepto en el caso de un dimero donde el DHAO actiie de bisagra. En el Capitulo

6 se describen los experimentos de agregacion que se realizaron con la gama de mutantes

0,1100 6,25
0,1075 - 6,00
< 10,1050 ] 5,75
S 0,1025{ 1550 §
S 0,1000 1 (525 <
< 0,0975 5,00
0,0950 - 4,75
0,0925 L —, : : — 14,50

0 1 2 3
Numero de Ciclo

Figura 4.23: Absorbancia maxima y area de emisién del isémero cerrado del conjugado 45 durante
ciclos de irradiacién con luz visible y UV.
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conjugados a DHAO, y fin de estudiar la agregacién misma de la o-sinucleina y de evaluar si la
formacién de agregados extendidos afecta la capacidad de fotoconversion de los fotocrémicos

en agua.

Anticuerpo secundario

Las inmunoglobulinas son proteinas voluminosas utilizadas por el sistema inmune para el
reconocimiento de antigenos. Estdn compuestos de dos cadenas pesadas y dos livianas,
unidas entre si por puentes disulfuro, y dos regiones de reconocimiento de epitopos en los dos
extremos de la estructura con forma de Y. La inmunohistoquimica se basa en la utilizacién de
anticuerpos marcados con sustancias coloridas o fluorescentes para tefiir estructuras especificas
dentro de la célula, '3? gracias a la especificidad y afinidad de los anticuerpos para una enorme
variedad de epitopos. Si se usan fluoréforos para marcar el anticuerpo, '3* la muestra biolégica
se puede observar luego en un microscopio de fluorescencia. Los anticuerpos primarios unen
antigenos directamente, mientras que los anticuerpos secundarios unen anticuerpos primarios.
Los anticuerpos secundarios se utilizan ampliamente en la inmunoquimica debido a que se
pueden detectar diversos antigenos (unidos a anticuerpos primarios) con un mismo anticuerpo

marcado fluorescentemente.

Se utiliz6 un anticuerpo secundario IgG Cabra-anti-Conejo (AB) como ejemplo de una proteina
de gran tamafio y de estructura definida. En particular se redujeron los puentes disulfuros que
unian las cadenas pesadas del AB y se conjugaron los compuestos 36 y 37 a los sulfhidrilos
libres. Los ABs marcados sirvieron posteriormente para tefiir células marcadas con anticuerpos
primarios de Conejo para obtener imédgenes bajo el microscopio, lo cual se detalla en el
Capitulo 6.

La region bisagra del AB une a las dos cadenas pesadas del mismo a traves de puentes
disulfuro. Las cisteinas involucradas son buenos blancos para la marcacion del AB ya que se
encuentran lejos de la regién que reconoce el epitopo del antigeno. Se desarrollé un protocolo
para la marcacion especifica de estas cisteinas, reduciendo tnicamente los puentes disulfuro de
la regién bisagra del AB, basado en protocolos de la literatura. 3136 El DHAO 36 se reaccioné
en exceso con el AB con tal de marcar miiltiples cisteinas con el fotocrémico (Esquema 4.10).
En el caso del DHAO 37 se utilizaron solamente 0,5 equivalentes para favorecer la doble

conjugacion, y posible formacién de un puente fotocromico entre cisteinas.

Se mezclaron los siguientes reactivos en orden: 118 puL de una solucién de 12 uM de AB
(1 eq) en buffer de fosfato 25 mM; 0,2 uL de 19 mM TCEP (3 eq); y una solucién de 5
mM de cada DHAO en DMSO (volimen adecuado para los equivalentes necesarios), diluido

previamente en 6 uL. DMSO, y agregado en alicuotas de 2 uL cada 15 minutos. Las mezclas
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Esquema 4.10: Procedimiento de marcacién de AB con 36 y 37.
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Figura 4.24: Cromatograma de elucion del conjugado de AB:36.
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finales contenian 5% DMSO en buffer y no presentaban turbidez. Se incubaron a 37C durante
2 horas luego de la dltima adicién de DHAO, agitando a 300 rpm. Luego se purificaron por
cromatografia de exclusién de tamafio y el cromatograma para el conjugado 36:AB (conjugado
46) se puede observar en la Figura 4.24, donde la absorbancia se midi6 nuevamente a 275
nm para detectar la proteina y a 350 nm para el DHAO. La relacién de € a 275 nm y 350
nm para los ABs marcados es de aproximadamente 250.000 M—'cm~! y 18.000 M~ 'cm™!
respectivamente, para una marcacién 1:1. Se pueden calcular los equivalentes de DHAO por
AB usando la relacién de absorbancias del cromatograma:

A0 /g C
/EpHiA0 = —DHAO _ Equivalentes de DHAO 4.5)

A?T3 [eqp Cap

De esta relacion se obtuvo una marcacién con 3,66 equivalententes de 36 y 0,35 equivalentes de
37 por AB. Esto significa que al menos 3 cisteinas por AB se marcaron con 36 en el conjugado
46, mientras que para el conjugado 47 con 37 un 35% de los anticuerpos fueron marcados con
1 molécula de DHAO. Las fracciones correspondientes a proteina marcada fueron unidas para

cada conjugado y concentradas por centrifugacion.

Se intent conjugar también los derivados maleimida a nano-cuerpos: '37 anticuerpos pequefios
(12-15 kDa) de un solo dominio, capaces de unir antigenos con tanta especificidad como los
anticuerpos mas voluminosos. Los nano-cuerpos presentan ventajas importantes debido a

138 y tienen generalmente mayor resistencia

su tamafio pequefio que facilita su produccién,
a temperatura y detergentes. Desafortunadamente, debido a los distintos requisitos de

solubilidad de los DHAOs y los nano-cuerpos, no fue posible realizar la conjugacion.

Los espectros de absorcién y emisién de las fracciones concentradas de AB marcados se
muestran en la Figura 4.25. Se observa en particular para el conjugado 47 una relacién mucho

mayor de la absorbancia a 275:350 nm, debido a que hay dos anticuerpos por cada molécula de
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Figura 4.25: Espectros de absorcién y emisién de soluciones de 46 (A) y 47 antes (negro) y después
(rojo) de irradiacién con luz UV.
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DHAO puente. Para el conjugado 46 no se muestra el espectro después de irradiaciéon UV ya
que este no cambia debido a fotoconversién sino que se fotodegrada, fendmeno que se aprecia
claramente en la disminucién de la absorbancia del isémero cerrado y de la emisidon durante
irradiacién con luz UV (Figura 4.26A). Result6 sorprendente entonces que el conjugado tipo
puente 47 si presentara fotoconversién tanto para cerrar (®4_,c = 2,6 x 1073) como abrir
(Pc_a = 6,0 x 1073) el DHAO (Figura 4.26B). También se observa fotodegradacién en este
caso (la intensidad de emisién disminuye luego de aumentar durante irradiacién con luz
UV) pero hay una clara fotoconversion reversible. En comparacién con el DHAO 37 libre
en acetonitrilo, ®4_,c es dos ordenes menor, pero ®c_,4 es mayor para el conjugado 47.
Nuevamente es probable que la flexibilidad del isémero abierto favorezca la fotoreversion para

el conjugado puenteado, y por ende la fotoconversidn sea reversible.

En cuanto a la efectividad como técnica de solubilizacién, a pesar de efectivamente
solubilizar los DHAOSs, los anticuerpos tienen la misma desventaja que la o-sinucleina: los
rendimientos cudnticos de fluorescencia son muy bajos (0,02 para el conjugado 47 en estado
fotoestacionario), y la fotoreversién es problemdtica, excepto si el DHAO forma un puente
entre dos estructuras protéicas de mayor tamafio. Interesantemente, no solo la estructura de la
proteina, sino también la estructura del ensamblado proteina-DHAQ tiene una gran influencia

sobre las propiedades del fotocrémico.

4.7 Conclusion parcial de solubilizacion

Al proporcionarle a un dado DHAO solubilidad en agua, se esperaba simultineamente una
conservacién de fluorescencia y fotoconversion, especialmente con los derivados con grupos

etilo en el carbono reactivo. Se exploraron un amplio rango de técnicas de solubilizacion,
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Figura 4.26: Curvas de absorbancia e intensidad de emisién durante irradiacién con luz UV (cerrar) y
luz visible (abrir) para los conjugados 46 (A) y 47 (B).
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covalentes y no-covalentes. Dentro de las covalentes, modificacién con grupos hidrofilicos
les infiere una mayor compatibilidad con solventes acuosos a los DHAOQO, pero no se compara
en capacidad con la conjugacion a proteinas. Lamentablemente la solubilizacién con estas
técnicas no fue capaz de conservar la fotoconversion ni los rendimiento cudnticos altos de
emisién, a no ser que el fotocromico esté estéricamente desafiado como puente entre dos
entidades de tamafno mayor. En cuanto a las técnicas no covalentes, la inclusién en la cavidad
de 7y-ciclodextrina no resultd en una eficiente solubilizacién, y la adsorcién a BSA no logré
conservar la fotoquimica en agua. La unica técnica prometedora para la solubilizacion y
conservacién de las propiedades de los DHAOs es la inclusién en la cavidad de FABPs.
Sin embargo, la labilidad de la inclusién puede ser una limitante para aplicaciones celulares,
asi como la fotodegradacion luego de unos pocos ciclos puede ser una limitante para ciertas

técnicas de microscopia de super-resolucién.

Se puede concluir que los DHAOs requieren un alto nivel de proteccién de moléculas de
agua para conservar sus propiedades fotofisicas y fotoquimicas. Un esfuerzo de modelado
computacional es necesario para elucidar las interacciones especificas que devienen en este
comportamiento. En tanto las aplicaciones en microscopia de fluorescencia, pareciera que
las posibilidades estdn limitadas a métodos donde el entorno del fluoréforo es mayormente
hidrofébico. Es decir, o bien métodos no-acuosos, que excluyen microscopia de células
vivas y por ende experimentos de seguimiento en tiempo real de procesos celulares, o bien
métodos donde la sonda se incorpora directamente a una organela celular o una membrana. Sin
embargo, esto no deprecia de ninguna manera las posibilidades prometedoras en microscopia
de células fijadas debido al desempefio excepcional de los DHAOs en solventes organicos y
materiales poliméricos. La aplicacion exitosa de los DHAOSs en este tipo de técnicas se describe

en el Capitulo 6.

El trabajo realizado en este capitulo se resumié en un manuscrito, que al momento de
presentacién de esta tesis se encuentra proximo a presentacién a una revista de calibre

internacional.
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Capitulo 5

Fluoroforo de activacion multiple

En la Introduccién se describieron los requisitos de un fluoréforo para microscopias de
super-resolucién: en particular, es necesario tener un control fino sobre la activacién y
desactivacién del mismo. Los diheteroariletenos oxidados (DHAOSs) proveen este control,
ya que requieren de un estimulo luminico para activar la forma emisora. Inspirados en el
concepto de la excitacién con multiples fotones, se idearon estrategias de activacién basadas
en los DHAOSs que requieran mds de un estimulo para activar la forma emisora. El aumento
de resolucién de un fluoréforo de estas caracteristicas seria un producto de la necesidad de
multiples estimulos y de la capacidad de activar y desactivar la emision. En este Capitulo se
detallard el concepto de la activacién con mdltiples fotones y de los fluoréforos de activacién
multiple, la sintesis de un fluor6foro basico y la explicacién de su complejo desempefio
fotoquimico. Se ofrece también una estrategia para mejorar el comportamiento del fluoréforo

basada en simulaciones de la fotoquimica del mismo.

5.1 Concepto de excitacion con miiltiples fotones

5.1.1 Respuesta a multiples estimulos

Una molécula M que responda a dos o mds estimulos (s;, de naturaleza indefinida) se puede
dividir en dos o mds partes (F;), tal que cada una responda a un solo estimulo (Figura 5.1).
Para cumplir con el requisito de fluorescencia de la molécula, esta debe contar ademds con al
menos una parte (F) capaz de emitir luz. F' no responde necesariamente a un estimulo. Con
tal de regular la emision de la parte F' y que sean necesarios dos o mds estimulos para activar la
misma, las partes no-fluorescentes P, deben interaccionar con F'. Esta interaccion se puede dar
mediante el fendmeno de transferencia de energia de resonancia de Fortster (FRET) detallada

en la Seccién 5.1.3, donde F actda como donor de fluorescencia y P; como aceptores.

133
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Figura 5.1: Construccién de un fluoréforo que se active con miltiples estimulos.

Los diheteroariletenos no-oxidados (DHAs) clasifican como moléculas que responden a un
estimulo (luminico) con lo cual constituirian una parte P, mientras los DHAOs clasifican
simultdneamente como partes F' y P. Combinando los DHAs y DHAOs con otro fluoréforos y
moléculas susceptibles a diversos estimulos, se pueden generar un amplio rango de moléculas
que respondan a dos o mds estimulos. Ejemplos de este tipo de moléculas que contengan o
bien un DHA o un DHAO se ven en la Figura 5.2.

Las Figuras 5.2A y B muestran combinaciones de DHA y DHAO con grupos protectores
tipo «jaula». Los grupos «jaula» son liberados al estimular los mismos con luz, y se utilizan
particularmente en el 4rea de la biologia celular, ya que unidos a ciertos componentes celulares
pueden inhibir procesos biolégicos, que son activados al liberar la «jaula».!3%140:141 Ep e]
caso esquematizado en la Figura 5.2A se requiere una «jaula» que actie como aceptor de
FRET del DHAO una vez activado al isémero cerrado, un rol que ha sido demostrado en la
literatura. 14%1%3 En el caso de la Figura 5.2B el grupo «jaula» esté inhibiendo la fluorescencia
de un fluoréforo F (esencialmente otro proceso de FRET), y debe ser liberado para que el
fluoréforo pueda emitir luz. El DHA debe estar en la forma abierta tal que no exista FRET

entre estos dos componentes para observar la fluorescencia.

Las Figuras 5.2C y D muestran ejemplos de DHA combinados con fluor6foros susceptibles a
cambios en el pH (por ejemplo flavonas, '** naftalimidas '4> o complejos organometilicos '46)
o carécter redox (por ejemplo cianinas'#’ o tetratiafulvalenos !“®) del entorno. En estos casos,
un estimulo es luminico (para desactivar el DHA como aceptor de FRET), pero el segundo
estimulo es quimico, y hay que modificar las condiciones de la solucién para activar la
fluorescencia. En comparacién con los estimulos luminicos, los estimulos quimicos corren

la desventaja de no poder localizar precisamente el efecto de los mismos.

El ejemplo en la Figura 5.2E es una combinacién de un DHA con un DHAO. Esta combinacién

requiere de una activacién del DHAO para formar el isémero fluorescente cerrado, y una
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Figura 5.2: Ejemplos de moléculas con miuiltiple activacion: DHAO-jaula (A), jaula-DHA (B),
DHA-fluor6foro pH dependiente (C), DHA-fluoréforo redox dependiente (D), DHAO-DHA (E).
Izquierda: estados iniciales, centro: multiples activaciones, derecha: estados fluorescentes.
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desactivaciéon del DHA para evitar FRET entre el fluoréforo y el DHA cerrado (pc-FRET,
del inglés photochromic-FRET '4%). Se requieren nuevamente dos estimulos luminicos como
en el ejemplo de los compuestos «jaula», pero en este caso la activacion seria reversible, ya que
se puede fotorevertir el isomero cerrado del DHAO para desactivar la emisién. En principio
serian suficientes dos fotones para activar el complejo una vez en el estado inicial de la Figura
5.2E, y ambos fotones deberian incidir sobre la misma molécula: un concepto similar al que

se aprovecha para aumentar la resolucién en la microscopia de dos (o mds) fotones.

5.1.2 Aumento teorico de la resolucion

La microscopia de dos fotones, demostrada por primera vez en 1990 por Denk et al,' es
una técnica de microscopia de escaneo con laser que usa excitacion no-linear para excitar la
fluorescencia de una muestra en un plano. El fendmeno de excitacion por dos (y multiples)

fotones se describié en 1931 por Goppert-Mayer, 15!

donde se demostré que dos fotones de
energias menores podian causar una excitacién idéntica a aquella producida por un fotén de
mayor energia. Los procesos de decaimiento del estado excitado luego de la excitacién por dos
fotones son idénticos a aquellos luego de una excitacién “normal” con un solo fotén, con lo
cual si la molécula es fluorescente, va a emitir un fotén de fluorescencia independiente del tipo
de excitacién. 152

Para que se produzca una excitacion equivalente a una excitaciéon con un fotén de con
mayor energia, los fotones de menor energia deben interaccionar cuasi-simultdneamente con

152 Para excitar eficientemente se

la molécula, en un tiempo alrededor de 107! segundos.
utiliza normalmente un laser de femtosegundos, con tal de aumentar la probabilidad de
interaccion de una molécula con multiples fotones simultineamente. En el caso de excitacién
con dos fotones la fluorescencia aumenta con el promedio de la intensidad al cuadrado, no
linealmente con la intensidad como en la excitacién con un solo fotdn; procesos de excitacién
bifoténicos se denominan no-lineales gracias a esta dependencia cuadratica. Fuera del foco,
la probabilidad de absorcién de dos fotones es minima debido a la baja intensidad, lo cual
disminuye particularmente en el eje z el tamaio del volimen focal. El formalismo que describe
el fenémeno de excitacién por multiples fotones, su eficiencia y la resolucién lograda en los
ejes x, y y z estd basado en el hecho que los fotones deben interaccionar con la molécula
simultdneamente. %152 Asi, el niimero de fotones absorbidos por fluoréforo depende de la
duracién y la frecuencia de pulsos del laser, y la seccidn transversal de absorcién de dos fotones

de la molécula.

Este fenémeno es particularmente interesante para la microscopia celular, ya que una

abundante cantidad de fluoréforos se excitan eficientemente en el UV, y la excitacién a
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longitudes de onda bajas es perjudicial para las células. Utilizando excitacién de dos o més
fotones, el fluor6foro se puede excitar con longitudes de onda mayores, en el visible o el
infrarrojo cercano, evitando el dafo de las células. 5%15%155 Adicionalmente, longitudes de
onda en el rango 650-950 nm penetran los tejidos biolégicos hasta mayores profundidades,
debido a que son absorbidas en menor proporcién por el agua y se dispersan menos que ondas
de menor longitud.'>* En combinacién con la dependencia cuadritica de la emisién con la
intensidad de excitacion y la naturaleza pulsada de la exitacidn, la microscopia de dos fotones
permite realizar secciones Opticas profundas de muestras gruesas con menor fotodegradacion

de los fluor6foros y con una resolucién en z mayor a la microscopia confocal.

En el concepto de activacion multiple de los derivados dobles DHA-DHAO (Figura 5.2E) no
es necesaria la coincidencia temporal de los fotones, sino solamente la coincidencia espacial.
La determinacién del aumento de la resolucion se calcula entonces de manera distinta que
en la excitacién con dos fotones, aunque el efecto es parecido: la fluorescencia depende del
producto de las probabilidades de varias activaciones, y la precisién de activacion aumenta en

comparacién con una simple activacion.

Volumen efectivo de activacion

La distribucién de emision F(x) para una muestra de fluoréforos fotoactivables es dada por el
producto de la distribucién espacial de los fluoréforos S(x), la probabilidad de excitacién de un
fluoréforo A I, (x)] y la probabilidad de activacién de un fluoréforo E [Ix.(x)] (Ecuacion 5.1),

/ 156

como describe en la Informaciéon Suplementaria de Li et a en una publicacion reciente:

F(x) = S(x) - A [t (x)] - E [Loxe (x)] 5.1)

donde I, (x) y I (x) son las distribuciones de intensidades de activacion y excitacién
respectivamente, y los factores A y E representan las probabilidades de absorcidn y emision de
un fluoréforo. En un sistema con n multiples activaciones, la Ecuacién 5.1 se puede escribir
como:

F(x)=S8(x)-A [1’””““”’6 (x)} < E [Loxe(x)] (5.2)

act

donde la probabilidad de activacion resultante de multiples activaciones A [I;4"""¢(x)] es

dada por el producto de las probabilidades individuales de cada activacién necesaria:
A et ()| = Ay [1L ()] A [12,00)] A [l ()] (5.3)

Las distribuciones de intensidad I, (x) equivalen a las funciones de dispersién de punto (PSF,

del inglés) de activacién, que dependen del arreglo 6ptico del microscopio, la naturaleza de la
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muestra y la longitud de onda de activacién. De esta manera, la PSF de activacion resultante

de n activaciones es dada por el producto de las PSF individuales:
PSFresultanle = PSFl 'PSFZ o 'PSFn (54)

A medida que aumenta el niimero de superposiciones espaciales de PSFs de activacién
necesarias para la emision, disminuye el tamafio de la PSF resultante. A modo ilustrativo,
se calcul una PSF para un arreglo tipico de microscopia: NA = 0,95, grosor de coverslip

de vidrio = 170 um, luz polarizada circularmente para eliminar aberraciones y A = 450 nm,
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Figura 5.3: Proyecciones de intensidad de PSF a PSF* en los planos xy (A) y xz (B).
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utilizando el programa PSF Lab de The One Molecule Group. >’ En la Figura 5.3 se muestran
las proyecciones de intensidad en los planos xy y xz de esta PSF, y se pueden comparar con los
contornos respectivos de PSFs resultantes de superposiciones de 2, 3 y 4 PSFs idénticas (PSF?,
PSF? y PSF*). Se puede apreciar que al aumentar el niimero de activaciones, el tamafio de la
PSF de activacidn resultante disminuye tanto en el plano xy como en el plano xz. La resolucién
aumenta casi dos veces en todas las direcciones. Aproximando el volimen de activacién por un
elipsoide, con dimensiones ry, ry y 1 iguales a medio ancho a mitad de altura (FWHM) de los
PSF calculados en x, y y z, se obtiene que el volimen de activacién disminuye sustancialmente
desde 0,28 pm? para PSF' hasta 0,036 pm?® para PSF*. En términos précticos, si se supone
una muestra marcada con un fluoréforo cada 50 nm, una PSF simple activaria al menos 540
fluoréforos, mientras que una PSF* activaria solamente 68 fluoréforos. La relacion entre el
volimen de activacioén resultante y el nimero de activaciones es exponencial (Figura 5.4):
no-lineal, al igual que en la microscopia de dos fotones. Con cuatro activaciones, se obtendria
una reduccién de casi un orden de magnitud en el volimen de activacién y el nimero total de
fluoréforos activados, y un aumento de dos en la frecuencia espacial resoluble. Principalmente,
utilizando multiples activaciones se consigue aumentar la resolucién en la direccién axial, a
diferencia de muchas técnicas de super-resolucion que Unicamente mejoran la resolucién en el

plano xy.

5.1.3 Transferencia de energia de resonancia de Forster

La transferencia de energia por resonancia de Forster!’® (FRET, del inglés) es un
fenémeno fotofisico en el cual una molécula D en su estado excitado le transfiere energia

no-radiativamente a otra molécula A. La transferencia de energia surge del acoplamiento
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Figura 5.4: Volimen de activacion vs. niimero de activaciones para una PSF a 450 nm (negro) y fiteo
exponencial (rojo).
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dipolo-dipolo entre las dos moléculas. La eficiencia de FRET depende de la distancia entre

D y A ala sexta potencia:
1

1 + (}’/R())6

donde r es la distancia entre D y A 'y Ry es la distancia de Forster para el par D-A; es decir la

Ergrer = (5.5

distancia a la cual la eficiencia de transferencia de energia es del 50%. Ry se calcula como:

6 9000/n10x>®Y,

07 12875Nu* (5:6)

donde K es el factor de orientacion relativa de los dipolos de D y A, dD% es el rendimiento
cuantico de fluorescencia de D en ausencia de A, N4 es el niimero de Avogadro y ) es el indice
de refraccion del medio. J es la integral de solapamiento espectral (emisién de D y absorcién

de A) y se calcula como:
J= / Ip(A)ea(A)A*dA (5.7)
0

oo

donde Ip(A) es el espectro de emisién de D normalizado (tal que / Ip(A)dA =1)y es(A)es

el coeficiente de absortividad molar de A. J representa el grado de superposicién que presentan

los espectros de emisién de D y de absorcién de A. El factor de orientacién k2 se calcula como:
K2 = (cosOpa — 3cos9Dcos9A)2 (5.8)

donde 64 y 6p son los dngulos de los momentos de transicién de absorcién de A y de emisién
de D respecto al vector de separacién A-D, respectivamente, y Op4 es la diferencia entre estos
4dngulos. Se toma un valor de k> = 2/3 para moléculas pequefias en solucién en el caso de
que sus tiempos de correlacion rotacional sean mas cortos que los tiempos involucrados en la

desactivacién del estado excitado de D y la rotacién sea isotrépica.

Se pueden extraer varias conclusiones acerca de los requerimientos del sistema D-A de este
desarrollo tedrico. En la Figura 5.5 se observa que si » es mucho menor que Ry, entonces
Erprer = 1. A distancias muy cortas, se produce directamente un solapamiento de orbitales
entre D y A, y la transferencia de energia ya no es por resonancia de Forster, sino que ocurre
la transferencia de electrones descripta por Dexter. Por el contrario, si » es mucho mayor que
Ry, entonces la Erpggr se acerca a 0. El primer requerimiento para el fendmeno de FRET es

entonces que r debe ser entre Ry/2 y 2Ry nm aproximadamente.

El pardmetro J define el segundo requerimiento de FRET: debe existir una buena superposicién
de los espectros de emision de D y de absorciéon de A, para que el valor de J y por ende Epgpr
sean grandes. Por dltimo, es necesario que ®Y, sea alto, tal que por cada evento de excitacion
haya altas probabilidades de que FRET pueda competir con los otros procesos de desactivacion

del estado excitado.
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P/R

Figura 5.5: Eficiencia de FRET vs. r/R(. Reimpreso con permiso de Albrecht et al.'>® Copyright 2016
Springer-Verlag.

Experimentalmente, se puede comprobar la existencia de FRET verificando: la disminucion de
la intensidad de fluorescencia de D; el aumento de la intensidad de fluorescencia de A al excitar
D, si A es también fluorescente; y la disminucién del tiempo de vida media de fluorescencia
de D.

5.1.4 Diseno del DHA-DHAO

En la Seccién 5.1.1 se describi6é la conformacién de un compuesto DHA-DHAO, con dos
componentes que responden a estimulos luminicos y que deben interaccionar mediante FRET.
La eficiencia de FRET serd apreciable tnicamente si la banda de absorcién del aceptor se
solapa con la banda de emisién del donor (ver Seccién 5.1.3). El DHAO fluorescente en este
caso es el donor y el DHA no-fluorescente es el aceptor. El espectro tipico de emisién de un
DHAO en el estado fotoestacionario (EFE) coincide aproximadamente con el espectro tipico
de absorcién del DHA en EFE, como se puede apreciar en la Figura 5.6, aunque el grado de
solapamiento dependera de la naturaleza de los sustituyentes de cada componente. Dados los
resultados del Capitulo 2, para evitar un gran corrimiento en las bandas de absorcién y emisién
de ambos DHA y DHAO es necesario evitar el uso de sustituyentes con un gran caracter dador

o donor de electrones.

El compuesto DHA-DHAO tendré cuatro estados de isomerizacién posibles: A-A, A-C, C-A
y C-C, donde A es abierto y C es cerrado, la primera letra corresponde al DHA y la segunda
al DHAO (Esquema 5.1). El isémero C del DHA es el aceptor, y el isémero C del DHAO
es el dador. Por ende, las especies A-A, C-A son oscuras por falta del isémero C del

DHAO, la especie C-C es oscura gracias a FRET entre las dos especies, y la especie A-C
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Figura 5.6: Espectros de absorcién de DHA abierto (A, negro) y en EFE (rojo) y DHAO abierto (A,
azul) y en EFE (verde), y espectro de emision de DHAO cerrado (verde, linea punteada).
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Esquema 5.1: Isémeros del compuesto DHA-DHAO, y las irradiaciones necesarias para llevarlos al

estado fluorescente.
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es fluorescente. Para llegar al estado fluorescente desde el estado inicial A-A se requiere de
luz UV para la fotociclacion de ambos DHA y DHAO (en principio en cualquier orden) y
luego la fotoreversién del DHA con luz verde. De esta manera, la secuencia de irradiacién
de una muestra de DHA-DHAQO para su activacién seria con UV y luego verde: en efecto,
tres activaciones por molécula (dos fotones UV y uno verde), cumpliendo con los requisitos
de activaciéon por multiples fotones. En la siguiente Seccién se detallara la estructura del
DHA-DHAO disefiado y su sintesis.

5.2 Sintesis y caracterizacion de DHA-DHAO

5.2.1 Sintesis

La estructura del fluoréforo combinado DHA-DHAO se disefié con tal de aprovechar rutas
sintéticas previamente establecidas*' e incorporar grupos funcionales que no modificaran
sustancialmente las propiedades espectroscépicas de los fotocrémicos (Capitulo 2). Las rutas
sintéticas correspondientes al DHAO, el DHA y el ensamblado de DHA-DHAO se pueden
apreciar en el Esquema 5.2. En el caso del DHA, se incorpor$ una amina como grupo funcional
en la posicién 6 del heteroarilo (49) mediante una nitracién en condiciones fuertemente
4cidas*! y una posterior reduccién con borhidruro de sodio del precursor 1. La anilina se
reaccioné luego con una alanina NH;-protegida (50) que sirve como espaciador entre el DHA
y el DHAO. El grupo protector carbamato fluorenilmetiloxicarbonilo (FMOC) se liber6 en
presencia de piperidina produciendo la amina primaria libre 52.#! Esta reaccioné luego con el
cloruro de acilo 54, producto de la activacion del derivado dcido 53 sintetizado mediante una
Suzuki, para formar el fluor6foro combinado DHA-DHAO 55.

5.2.2 Resultados espectroscopicos

Una solucién de aproximadamente 0,5 uM del DHA-DHAO 55 en AcOEt, en el estado A-A
(Figura 5.7, espectro verde oscuro), se expuso a irradiacién UV hasta llegar al EFE-UV (estado
fotoestacionario en presencia de luz UV, Figura 5.7, espectro verde claro). El espectro tedrico
del estado A-A (Figura 5.7, espectro rojo), compuesto por la suma de los espectros de absorcion
de los isomeros abiertos del DHA 52 y del DHAO 11 (sustituyentes amida, ver Capitulo
2) se aproxima al experimental, aunque este estd desplazado hacia el rojo. Sin embargo, el
espectro tedrico del estado C-C (Figura 5.7, espectro naranja) dista del espectro del EFE-UV
experimental. Esto significa que el EFE-UV no contiene, como uno intuiria, mayormente el

estado C-C, sino una mezcla mds homogénea de todos los isdmeros.
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1) NiCl,.6H,0
MeOH
2) NaBH,4
soch,, 49 Piperidina
74 | —
CH,Cl, = CHCls

Pd(AcO),, KoCO3
THF/EtOH/H,0

Esquema 5.2: Sintesis del DHA-DHAO 55.
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Figura 5.7: Espectros de absorcién del DHA-DHAO 55 teéricos del estado A-A (rojo) y C-C (naranja),
y experimentales del estado A-A (verde oscuro) y el estado fotoestacionario (verde claro).

En la Figura 5.8 se observan los espectros de absorcién y emision de la misma solucién de
55 durante irradiaciones con luv UV (340 + 20 nm, 2 mW), azul (445 & 20 nm, 41 mW) y
verde (530 £ 10 nm, 46 mW), y los maximos de absorbancia y area de emisién se grafican
en la Figura 5.9. Los espectros de absorcién estdn compuestos por tres bandas con méximos
alrededor de: 350 nm, correspondiente a la suma de los componentes de ambos isémeros del
DHA y el DHAO en el UV; 440 nm, correspondiente al isémero cerrado del DHAO; y 520 nm,

correspondiente al isémero cerrado del DHA.

Todos los isémeros posibles de 55 absorben en el UV, con lo cual en el EFE-UV se llega a un
equilibrio entre todas estas especies (Figura 5.8A). Se ve claramente la formacién del isémero
C del DHA por la aparicién de una banda de absorcion en 520 nm, y del isémero C del DHAO
por la apariciéon de una banda a 450 nm (Figura 5.9A). Ademds, se observa la formacién
del estado fluorescente A-C de 55 porque la emisién a 520 nm aumenta (Figura 5.9B). Los
espectros indican que el EFE-UV probablemente esté compuesto de los estados A-C, C-A'y
C-C.

Si se irradia luego con luz verde (Figura 5.8B, arriba, y Figura 5.9A), se observa la desaparicién
de la banda a 520 nm ya que se fotorevierte tinicamente el DHA al isémero abierto. Se
esperarfa, si hubiera una cantidad apreciable del estado C-C en el EFE, que este se convertiria
al estado A-C fluorescente (Figura 5.1), y que la emisién aumentaria. Pero el espectro de

emisién permanece aproximadamente igual, lo que pareceria indicar que de hecho no hay una
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Figura 5.8: Espectros de absorcién y emisién del DHA-DHAO 55 durante irradiaciones con: (A) luz

UV; (B) luz verde y luego azul después del UV inicial; y (C) luz azul después del UV inicial. Las
flechas indican la direccién del cambio en las bandas del espectro.
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Figura 5.9: Maximos de absorcion y emisién del DHA-DHAO 55 durante irradiaciones con: (A,B) luz

UV, luz verde y luz azul; y (C,D) luz UV y luz azul. Las flechas indican el comienzo de la irradiacién.
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gran cantidad de estado C-C en el EFE-UV. Si se irradia luego la misma solucién con luz azul
(Figura 5.8B, abajo) desaparece la absorcién a 450 nm (y la emisién a 520 nm, Figura 5.9B)
ya que se fotorevierte el isdémero C del DHAO, y se recupera en su totalidad el estado A-A con

sus correspondientes espectros de absorcién y emision.

Si, a partir del EFE-UV obtenido en la primera irradiaciéon (Figura 5.8A), se ilumina la
solucién con luz azul directamente (Figura 5.8C y Figura 5.9C y D), se observa un decaimiento
simultdneo de las bandas de absorcion a 450 nm y 520 nm, y de la emisién. Al absorber el
isémero C del DHAO luz visible, este fluoresce o fotorevierte. Si fluoresce, se puede producir
FRET al DHA, el cual va a revertir al isomero abierto. De esta manera todas las reacciones

fotoquimicas conducen al estado A-A.

El DHA-DHAO 55 se sintetiz6 para poner a prueba el concepto del requerimiento de multiples
activaciones para formar el estado fluorescente. Se esperaba la formacién de una gran cantidad
del estado C-C no-fluorescente luego de la irradiacién con luz UV, y luego la formacién del
estado A-C fluorescente con luz verde. Sin embargo, al llegar al EFE-UV resulta que no hay
mayormente estado C-C, sino una mezcla de C-A, A-C y C-C, entonces ninguna secuencia
de irradiaciones secuenciales conduce a una activacion de la emision dnicamente luego de dos

pasos. ;Qué estd pasando durante las irradiaciones?

5.3 Simulando el DHA-DHAO

5.3.1 Esquema completo fotoquimico del DHA-DHAQO

Para comprender los cambios en los espectros de absorciéon y emisiéon observados del
DHA-DHAO 55 se volvi6 al esquema de isémeros del DHA-DHAO y se complet6 con todas
las reacciones fotoquimicas que ocurren al irradiar con luz UV, azul o verde. El diagrama
resultante se puede aprecir en el Esquema 5.3. Como se puede apreciar, el esquema es mucho
mas complejo que el original. Por ejemplo, si se aislan las constantes cinéticas relacionadas
con todos los procesos que ocurren al irradiar la muestra con luz UV, se observa que ademds
de las fotociclaciones de ambos DHA y DHAOQ, contribuyen las fotoreversiones resultantes de
la absorcion de parte del UV por los isémeros cerrados (k@"_%’ AV), y la fotoreversién del DHA

resultante del FRET entre DHAO y DHA (k2HA0UYy.

5.3.2 Ecuaciones cinéticas

La composicién de la muestra en el EFE (bajo irradiacién con cualquier longitud de onda)

depende de la relacion entre todas estas constantes cinéticas y se puede calcular mediante las
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Fluorescente

k DHAO, UV

A—C
DHA, UV
kCHA
k DHAO. UV kC ADHA, Azul
C—A ' -
K DHAO. Azul kC ADHA, Verde
C—A ' -
k DHAO, UV
FRET
DHAO, Azul
Estado inicial Keger

®E>®

DHA, UV
C—A

DHA, Verde k DHAO, UV
C—A C—A

k DHA, Azul k DHAO, Azul
k DHA, UV C—A C—A

k DHAO, UV
A—C

A—C

(DHA)HDHAO)

Esquema 5.3: Isomeros del compuesto DHA-DHAO y las constantes asociadas con cada uno de los
procesos de fotoconversién de DHA o DHAO bajo irradiacion con luz UV, azul y verde. ’A—C’ indica
fotociclacion, ’C— A’ indica fotoreversion, y "FRET’ indica fotoreversién resultante de FRET.
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siguientes ecuaciones cinéticas de cada especie:

d[A—A] DHAUV ., DHAO,UV DHAUV , DHAAzul . , DHA Verd
ar - (kA—>C +kyc” ) [A—A]"‘(kc—m Fheo A kel e) [C—Al+

(k37 R ) (A =] 59)

d[C—A]  pHauv DHAUV . ,DHAAzl . ,DHAVerde . , DHAO,UV
a kic [A—A]— (kC%A7 F ke A ke ke ) [C—Al+

(k@ﬁﬁ“” V 4 gRHAO A ) [c—C] (5.10)

d[A—C] _ pHaouv DHAO.UV | DHAOAzul . ; DHA,UV
g FKasc [A—A] - (kCaA T ki T ke ) [A-Cl+
DHAUV | ,DHAAzul | ,DHAVerde |  DHAO,UV DHAO Azul
(kC%A Tk ke hpgeT o pHA T kFRET,CitA7DHA> [C-C] (5.11)
d[C—C]  prauv DHAO,UV
—ar =k [A—Cl+k, 0 [C—A]-
(kgig.uv N kgiz;\‘,Azul L kgzi,Verde 4 RRAAOLY kgigO,Azul i
DHAO.UV DHAOAzul
KrRET C—a DHA T kFREncib;A,DHA) [C—-C] (5.12)

Estas ecuaciones son la clave para entender cuales son los procesos dominantes durante cada
irradiacion. Para utilizarlas es necesario definir el valor de cada una de las constantes. En
la Seccién 2.3.1 del Capitulo 2 se vié que las constantes cinéticas se relacionan con los

rendimientos cudnticos @ (por ejemplo para una reaccion de fotociclacién) mediante:
kasc = Ky ®asc (5.13)

La constante de excitacién kX (en s~!) se define como:

103110
Ko=ofw, of =g
Ny

¥, =5x 10511 (5.14)
donde las unidades de Gi( son cm? molécula !, 8}7} en M~ lem™!, ¥, en fotones s'em2, A
en nm e Iy en W/cm?.'* En cuanto a las constantes cinéticas de fotoreversién del DHA por

FRET desde el DHAO (k?ggg CUX ADHA Y k?ggg é‘i‘é prA)> €stas se calculan mediante:

HAO HAO-C
PRETC—A DHA = Kon DPrRET,CA,DHA (5.15)
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donde kg” A0—C e5 1a constante de excitacién del isémero cerrado del DHAO, Y PrRrET C—A,DHA
es el rendimiento cudntico de formacion del isémero abierto de DHA mediante FRET. Este se
puede calcular como el producto del rendimiento cudntico de fotoreversion del DHA (@ngg)

y la eficiencia de FRET (Epggr, ver Seccién 5.1.3):

@prer capia = P2 Epger (5.16)

Utilizando las ecuaciones descritas en la Seccion 5.1.3 se calculd la EFger para esta molécula.
J=9,9x10%nm*M~'em™" se calcul6 con el programa ale de FluorTools; se tomé un valor
de k2=2 /3 para moléculas con libre rotacion; 149 CID?HAO =0,2;yr=18,9 A, medida entre
los carbonos reactivos de DHA y DHAO. ' A partir estos valores se deriva que el radio de
Forster es de Rg = 3,8 nm y la eficiencia de FRET es de Erggr = 0,99.

Los datos que se requieren para calcular las constantes cinéticas son: los coeficientes de
absorcién molar € del DHA*! y DHAO (Capitulo 2); los rendimientos cudnticos ® de cada
proceso; las longitudes de onda A de irradiacién; y las intensidades de irradiacién Iy. Los
valores correspondientes a estos pardmetros se encuentran en la Tabla 5.1. A modo de
ejemplo, las intensidades se definieron como 1 mW/cm? para 340 nm, 100 mW/cm? para 450
nmy 1 mW/cm? para 520 nm y se calcularon en base a estos valores las constantes cinéticas
de todas las fotociclaciones y fotoreversiones, incluyendo finalmente las correspondientes a
fotoreversion inducida por FRET. Las constantes calculadas se aprecian en dltima columna
de la Tabla 5.1. Es importante recordar que estas dependen de la intensidad, con lo cual se

informardn siempre con las simulaciones siguientes las intensidades utilizadas.

Tabla 5.1: Valores de constantes cinéticas y pardmetros asociados para DHA-DHAO 55.

Compuesto Reaccion A@mm) & M'em) (03] k(s
A—C 340 9000 0,35 2,05 x 1072
C—A 340 17000 3,87 x 102
DHA
C—A 450 6000 0,35 1,81 x 10°
C—A 530 17000 591 x 102
A—C 340 12000 0,45 3,51 x 102
DHAO C—A 340 5000 3,57 x 107
0,0011
C—A 450 36000 3,41 x 102
FRET, DHA C—A 340 5000 0,35 1,12 x 102
DHAO
FRET, DHA C—A 450 36000 0,35 1,07 x 10!
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5.3.3 Simulacién en Python

Con las ecuaciones cinéticas y las constantes calculadas se prosiguié a simular la respuesta
de una muestra de DHA-DHAO 55 a irradiaciones de distintas longitudes de onda
computacionalmente. Se escribié un programa de simulaciéon en el lenguaje Python (el
programa completo se encuentra en el Apéndice B) para simular los cambios en una poblacién
inicial [[A-A], [C-A], [A-C], [C-C]] de DHA-DHAO (donde [X-X] es la concentracion del
estado X-X), durante n irradiaciones secuenciales de 340, 450 o 520 nm durante tiempos
t1...t, e intensidades Iy, Ipy € lyerde- Al iniciar una simulacién, se calculan y guardan
como archivos de Excel los datos de variacién de concentraciones en el tiempo y los espectros
aproximados de absorcién y emisién del DHA-DHAO calculados en base a estos. El programa
permite realizar también simulaciones con secuencias largas o miltiples longitudes de onda de
irradiacién simultdneas, y simular también distintas estructuras de DHA-DHAO, como se vera

en la siguiente Seccidn.

Se comenzé realizando una simulacién bésica de tres irradiaciones (1. 340nm, 1 mW/cm?.
2. 520 nm, 1 mW/cm?. 3. 450 nm, 100 mW/cm?) y una concentracion inicial de 10 uM de
DHA-DHAO 55 en estado A-A, representativa de los experimentos en la Seccién 5.2.2. Los
resultados de la simulacién se aprecian en la Figura 5.10.

Irradiacion con UV

La primera irradiacién es con luz UV (340 nm) a baja potencia (1 mW/cm?). Ambos DHA
y DHAO fotociclan, y el estado A-A isomeriza a A-C y C-A rdpidamente (Figura 5.10A).
A partir de estos dos isémeros se puede formar el estado C-C, lo cual se observa luego
de un periodo de retraso corto. Mientras la concentracion del isémero A-C (fluorescente)
aumenta exponencialmente a lo largo de la irradiacién con UV, el isémero C-A llega a una
concentracion maxima de ~ 1 uM, pero luego disminuye hasta 0 gM. En su lugar aumenta
la concentracién de C-C. Las constantes cinéticas ayudan a explicar este fendmeno, y las

ecuaciones correspondientes a la etapa de irradiacién por UV son:

dlA—A

AAT (¥ a0 Y 4 a4 (kAU (- Al + (K240 €
5.17)

d[C_A] - DHA,UV DHA,UV DHAO,UV DHAO,UV

T —kyc (A —A] = (kelaT T Fhyle [C — Al + (kc5a € —C]

(5.18)
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Figura 5.10: Simulaciéon de DHA-DHAO 55 durante una secuencia de irradiaciéon. Variacién de
concentraciones de los cuatro isémeros (A), espectros de absorcién (B) y emisién (C), y maximos
de absorcién (D) y emision (E).
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dA—C] _ pHaouv DHAO.UV | ,DHA.UV
ar ke A=Al = (kC%A T ke ) [A—Cl+
DHAUV | , DHAO,UV
<kC—>A + kFRET7C—>A,DHA> [C—C] (5.19)

dlc-c] KPHAUY (4 _ ] 4 kPHAOUY [0 _ A]—

dt - MA=C A—=C
DHA,UV | ;DHAO.UV |, ;DHAO,UV
(kCﬁA ke + kFRET,CHA,DHA) [C-C] (5.20)
En presencia de luz UV, kfzéO’UV es tres 6rdenes mayor que kggﬁo,uv (Tabla 5.1, Ecuacién

5.18), por lo que se puede aproximar que C-C no fotorevierte a C-A. A la vez, el equilibrio
entre C-C y A-C estd desplazado hacia este dltimo, ya que la fotoreversiéon de DHA (directa y
por FRET) domina: k2#4VV[A -] < (k@ﬁ/j;U ke e A b A) [C - C] (Ecuacién 5.20).
En conjunto, el equilibrio estd desplazado hacia la formacion de A-C bajo irradiacién UV.

Irradiacion con luz verde

Luego de la irradiacién con UV se simula una iluminacién con luz verde de 520 nm (1
mW/cm?). En estas condiciones la tinica especie que sobrevive es el estado A-C fluorescente

(Figura 5.10A). Las ecuaciones correspondientes a este periodo son:

d[Ad;A] _ <kgz,2yerde> C—A] (5.21)
d[Cd; Al (kgg,:vgrde> [C—A] (5.22)
d[Ad; q_ ( kgz,:,Verde) c— (5.23)
d[Cd;C] — - (k) e -] (5.24)

Las concentraciones de A-A y C-A son muy bajas al comienzo de esta etapa, y el problema
se reduce a un equilibrio entre C-C y A-C. Ya que C-C fotorevierte directamente a A-C
(Ecuaciones 5.23 y 5.24), al llegar al estado fotoestacionario con luz verde se obtiene
unicamente el estado A-C fluorescente. El espectro de absorcién (Figura 5.10B y D) pertenece

a este isdmero aislado, y se llega a un méximo de emisién (Figura 5.10C y E).
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Irradiacion con luz azul

Al irradiar con luz azul de 450 nm intensa (100 mW/cm?), el isémero C del DHAO fotorevierte

y el estado A-C retorna al estado A-A, con un decaimiento mono-exponencial segtn:

dlA—C »
Rh]:—@%fﬁﬁm—q (5.25)

El DHA-DHAO vuelve asi a su estado inicial, con 100 % A-A.

Comparacion con los resultados experimentales

Si se comparan los resultados de la simulacién, en particular las curvas de maximos de
absorcién y emision (Figura 5.10D y E), con los resultados experimentales de una secuencia
de irradiacién similar (Seccién 5.2.2, Figura 5.9A y B), se observan diferencias en particular
en la emisién. Mientras la fluorescencia llega solamente al 70 % de su valor méximo en el
EFE-UV de la simulacién, en el experimento la emision llegé a su méximo en el EFE-UYV, con
lo cual no se aprecié un aumento de la misma al irradiar con luz verde. Esto se puede deber a
diferencias entre las constantes cinéticas de los procesos de fotoconversién de los componentes
DHA y DHAO por separado y en el combinado DHA-DHAQ. También se puede deber a que la
simulacién solo tiene en cuenta fotoreversion del DHA por absorcién directa o por FRET, pero
no por la (improbable) reabsorcion de la emisién del DHAO. Mis alld de esta diferencia, el
comportamiento real (experimental) del DHA-DHAO es muy parecido al simulado, validando

la representacion del sistema con las ecuaciones planteadas.

Activacion maltiple

En términos de la activacién midltiple, desafortunadamente en el EFE-UV A-C es la especie
dominante (Figura 5.10E). EI porcentaje de A-C previo a la irradiacién con luz verde es de ~
70 %, con lo cual la emision es activada después de una sola irradiacién y no se obtiene una
activacion multiple del tipo que se requiere para aumentar la resolucién con este compuesto. El
principal responsable de la gran proporcién de A-C en el EFE-UV es la constante kgiﬁ’uv, la
cual domina en el equilibrio C-C/A-C. En la préxima seccidn se describen mejoras al sistema

para lograr el comportamiento deseado.

5.4 Propuesta tedrica

En la Seccién 5.3.3, la constante de fotoreversion del compuesto DHA bajo irradiacién UV,

kggﬁ,uv’ se identific6 como el principal responsable de una excesiva formacion del estado A-C



156 Fluordéforo de activacion multiple

de DHA-DHAO en el EFE-UV. La predominancia de A-C se puede evitar con dos estrategias:
adicionar otro DHA (aceptor de FRET), para duplicar el valor de la kfzfé’w resultante que
compite con kgii’UV; o modificar el DHA tal que kgii’UV sea menor. En esta Seccidn se
desarrollan ambas propuestas, y se evalda el desempefio de los compuestos en simulaciones

dentro del marco del concepto de multiples activaciones.

5.4.1 Dos grupos DHA aceptores

Se propuso la estructura que se observa en el Esquema 5.4 de un compuesto triple
DHA-DHAO-DHA 56 con tal de reducir la proporcién del estado fluorescente en el EFE-UV.
En este caso el DHAO estd doblemente sustituido con dos grupos equivalentes, funcionalizados
de la misma manera que el DHA-DHAO 55. Como se trata de las mismas estructuras basicas
de DHA y DHAO, las constantes cinéticas de fotociclacidn, fotoreversion y fotoreversién como
producto de FRET son las mismas que para el DHA-DHAOQO 55. Sin embargo, ahora el nimero
de isémeros posibles es 8, no 4 como en el caso del compuesto doble DHA-DHAO. Los estados
posibles y las constantes cinéticas relacionadas con cada uno de los procesos fotoquimicos se
pueden apreciar en el Esquema 5.5. El unico estado fluorescente es A-C-A, ya que la emisién
del DHAO en C-C-A, A-C-C y C-C-C se transfiere via FRET al DHA. En comparacién con
el compuesto doble DHA-DHAO, el esquema de isémeros y las relaciones entre ellos para
DHA-DHAO-DHA 56 es mucho mas complejo. Las ecuaciones cinéticas correspondientes a

cada uno de los ocho isémeros son:

dA—A—A] DHA.UV | , DHAO.UV
g (ZkAHc' TR ) [A-A-Al+

(KB RBAAA 2 (10— A—A) + A=A~ Cl)+

(kggffﬂ vy gPHAO Azl ) [A—C—A] (5.26)

Esquema 5.4: Estructura del compuesto triple DHA-DHAO-DHA 56.
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kA
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o™ (©HAHEHAOH(DHA)

Esquema 5.5: Isomeros del compuesto DHA-DHAO-DHA 56, y las irradiaciones necesarias para

llevarlos al estado fluorescente.
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dlC—A—A]  prauv
(07 4 e O Y g
(210 o)

(kng{w i kgzz:,Athl i klc)ii,Verde) C—A—C] (5.27)

dlA—C—A] _PHAOUY g p a1

dt - MA—=C
DHAO,UV |, ; DHAO,Azul DHA,UV
(kC—>A + kC—>A + 2kA—>C ) [A -C— A] +
DHA,UV | ;DHAAzul | DHAVerde
(kCaA + kCaA + kC%A +

DHAO.UV DHAO.Azul
KeRET.C—aDHA T+ kFRET,CiL;ADHA) ([C-C-A]+[A-C~-C]) (5.28)

d[A—A—C] _ (PHAUV

dt A—C [A_A_A]_

DHAUV | ,DHAAzl , ,DHAVerde A ,DHAO,UV . , DHA.UV
(kC%A Fkea Fkea +ks e +ky ¢ ) [A—-A—-Cl+

DHA,UV DHA Azul DHA Verd
(kCﬁA 4 KRHA Azl DHAVer ) [C—A—C]+

(k@iﬁ“” vy gPHAO Az ) A-C—C] (5.29)

d[C—C—A] DHAO,UV DHA,UV
a (kA—>C )[C_A_A]+<kA—>C )[A_C_A]—

DHA,UV DHA ,Azul DHA Verde DHAO,UV DHAO,Azul
(kCHA + kC*)A + kC—)A + kC%A + kC%A +

DHAO,UV DHAO,Azul DHA,UV
kFRET,C—>A,DHA + kFRET,C—>A,DHA +kasyc ) [C—-C—A]+

DHAUV | ,DHA Azl |  DHAVerde | ,DHAO.UV DHAO Azul
(kC%A theo A" koA thprer e apHA T kFRET,C%ADHA) [C—C—C] (530

d[C_A _C] _ kDHA,UV

- PHALY ([~ A— A +[A—A—C])-

(ALY 4 A AV O (€

(k@ﬁﬁ“” V 4 gRHAO A ) c—Cc—C] (531)
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d[A —C- C] DHAO,UV DHA,UV
S = (R ) A=)+ (k1Y) - C - a]-

DHAUV . DHAAzul . ,DHAVerde . DHAO.UV , ; DHAO Azul
(kC—>A FkeaT F ks thkeoa T FkeSa +

DHAO,UV DHAO,Azul DHA,UV
kFRET,C%A,DHA + kFRET,C%A,DHA + kAﬁC ) [A —C— C] +

DHAUV | ;DHAAzul | ;DHAVerde , ; DHAO,UV DHAO,Azul
(kC—>A The AT ke + kFRET,C—>A,DHA + kFRET,C—)A,DHA) [C—C-C] (532

d[C—-C—C] _ (DHAOUY

DHA,UV
> PHAOUY (€ A — ) RSV (O~ C— A+ [A—C (] -

DHA,UV DHA,Azul DHA Verde DHAO,UV DHAO,Azul
(2kC%A + 2kC~>A + 2kC~>A + kC%A + kC%A +

DHAO,UV DHAO,Azul
2kpRET.C—A,DHA T 2kFRET,Cil:A.,DHA) [C—C-C] (533)
El programa de Python se adaptd para simular el comportamiento del DHA-DHAO-DHA 56
con estas ecuaciones y las constantes calculadas para el DHA-DHAO 55 (Tabla 5.1). Los
resultados de la simulacién de irradiaciones de 340 nm (1 mW/cm?) seguida por 520 nm (1

mW/cm?) y luego 450 nm (50 mW/cm?) se pueden observar en la Figura 5.11.

Irradiacion con UV

Alirradiar con luz UV el estado A-A-A desaparece y aparece una mezcla de los demds estados.
Predominan los estados A-C-A (fluorescente), A-C-C, C-C-A y C-C-C. Las ecuaciones que

corresponden a esta etapa son:

d[A—A—A] DHAUV | , DHAO.UV
T (ZkAHC/ Thase ) [A-A—Al+

(kRZ) (c—A-Al+A-A—C+ (kI +)[A-C-a] (534)

d[C—A—A] (PHAUV
g s

DHA,UV DHAO,UV DHA,UV
A—A—A] = (R IOV 4 QI Y [C—A— AL+

(kgigaw) [C—C—A]+ (kgzngV) [C—A—C] (5.35)

dA-C—A] DHAOUV

DHAO,UV DHA,UV
dt — MA—=C [A —A _A] - (kC—>A + 2kA—)C ) [A -C _A]+

(RRHAVY 108 (= C—Al+iA—C—C)) 6536)
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Figura 5.11: Simulacién de DHA-DHAO-DHA 56 durante una secuencia de irradiacion. Variacién de
concentraciones de los cuatro isémeros (A), espectros de absorcién (B) y emisioén (C), y maximos de
absorcion (D) y emision (E).
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d[A—A—-C] K DHAUV

- — KPHAUV (A _ A 4] — (kgi/z,uv 4 xpHAO.UV +kDHA,UV) A—A—Cl+

A—C A—C

(kgij" V) [C—A—C]+ (k@ﬁﬁ‘w V) A—C—C] (537)

dC—-C—-A
A = (e (o -a=al+ (1) =)=

dt
DHA,UV DHAO,UV DHAO,UV DHA,UV
(kCeA/ ke + kFRET,CﬁA,DHA +hac ) [C-C-Al+
DHA,UV DHAO,UV
(kC—>A + kFRET,C—>A,DHA> [C -C— C] (5'38)

dt - MA=C

(2k§§j§” Vo gPraou V) [C—A—C]+ (kgﬁff’” V) [C—C—C] (539

AC=A=Cl _ DALY (10 A _ A1 1A—A—C])—

dA-C-C
B (e ) A+ (1) ===

dt
DHA,UV DHAO,UV DHAO,UV DHA,UV
(kCeA/ ke + kFRET,CHA,DHA +hac ) [A-C—-Cl+
DHA,UV DHAO,UV
(kC—>A + kFRET,C—>A,DHA> [C -C— C] (5'40)

dC-C-C
A= - ot e A=+ (C-C= A+ 1A —C=C)

DHA,UV DHAO,UV DHAO,UV
<2kC—>A theta 2kFRET,C—>A,DHA) [C-C—-C] (54D

La razén por la cual todos los estados que tnicamente tienen DHAs fotociclados (C-A-A,

A-A-C y C-A-C) se forman y luego se consumen durante el transcurso de la irradiacion,

es la misma que para el DHA-DHAO 55: la constante de fotociclacién kfzéO’UV es tres
6rdenes mayor que kgigO’UV, por lo cual los equilibrios entre estos estados y los estados

con el DHAO en forma cerrada correspondientes (C-C-A, A-C-C y C-C-C) estan desplazados
hacia estos dltimos (Ecuaciones 5.35, 5.37 y 5.39). Al formarse los estados con al menos
un DHA y el DHAO fotociclados, compiten luego los procesos de fotociclaciéon del DHA
y fotoreversién directa y via FRET del mismo (al igual que el DHA-DHAO). La suma
(2 PR pia ) [€ = € = €] s mayor a k"1 (IC— C = A] +[A = C ) con
lo cual el estado C-C-C estd desfavorecido respecto a los estados C-C-A y A-C-C (Ecuacién
5.41). Finalmente, ambos C-C-A y A-C-C fotorevierten directamente y mediante FRET a
A-C-A, segun el equilibrio dictado por las constantes respectivas (Ecuacién 5.36). Como se

puede observar en la Figura 5.11A, C y E, en el EFE-UV se forma aproximadamente un 50 %
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del estado fluorescente A-C-A.

Irradiacion con luz verde

Irradiando la muestra simulada con luz verde a partir del EFE-UV, aumenta la concentracién
del estado A-C-A, ya que este es el unico que no absorbe en esa region. Las ecuaciones

relevantes para los estados predominantes en el EFE-UV se reducen a:

dA—C—A e
dA-C-A]_ (k5" (e~ C ~ Al +[A—-C~C]) (5.42)
dt
d[C_C_A] DHA Verde DHA\Verde
T = (V) (o -]+ (kR e - e~ €] (5.43)
dA-C-C erde erde
au-c-cj — l__ (k@ﬁj}v d ) A—C—C]+ (k@i/};v d ) [C—C—C] (5.44)

d[c —C— C] DHA Verde
—— (2657 ) [~ ~c] (5.45)

Ya que [C-C-C] < [C-C-A] o [A-C-C], todos los equilibrios estan desplazados hacia A-C-A.
La fluorescencia llega a su méximo en el EFE-Verde (Figura 5.11E) y el espectro de absorcién
pertenece unicamente al isémero A-C-A, sin contribucién alguna del DHA cerrado en el azul
(Figura 5.11B y D).

Irradiacion con luz azul

Para volver el sistema al estado inicial, se irradia con luz azul tal que el DHAO cerrado
fotorevierta. La tnica ecuacién relevante en esta etapa es:

d[A—C—A] DHAO Azul

T:—(kcﬁ A [A—C -] (5.46)
y el decaimiento de la concentracién de A-C-A es mono-exponencial, al igual que en la misma
etapa para el compuesto doble DHA-DHAQO. La emisién decae hasta volverse oscura la mezcla

(Figura 5.11C y E) y se forma nuevamente 100 % del estado A-A-A inicial (Figura 5.11A),

con absorcién tnicamente en el UV (Figura 5.11B y D).

Activacion miiltiple

En términos del concepto de activacién miltiple, se obtiene una mejora en el sistema respecto

al sistema doble DHA-DHAO, ya que el porcentaje de la especie fluorescente se reduce de
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70 % a 50 % en el EFE-UV. Sin embargo, alin no es suficiente para aumentar la resolucién
con multiples activaciénes, porque no se requieren dos irradiaciones para obtener una emision
apreciable, sino una sola. Se podria reducir todavia més la proporcién de A-C-A en el EFE-UV
con mas grupos aceptores tipo DHA, pero las moléculas que contengan un DHAO y tres 0 més
DHA resultarian grandes, y la coincidencia del centro de la PSF y los centros reactivos se

podria ver perjudicada.

5.4.2 Menor constante de fotoreversion del DHA

La segunda estrategia para reducir la proporciéon de la especie fluorescente en el estado
EFE-UV es reemplazar el DHA 52 por otro aceptor fotocrémico que tenga un rendimiento
cudantico de fotoreversion menor, tal que la klc)ﬁi’w resulte menor. Naturalmente se buscaron
DHAs de estructura parecida a 52, para conservar las propiedades fotocrémicas caracteristicas
de los DHAs. La bisqueda bibliografica rindi6 los derivados de DHA que se encuentran en la
Tabla 5.2, junto a sus rendimientos cuanticos de fotociclacion @4 _.c y fotoreversion @¢_,4. El
DHA 52 utilizado en las Seccidnes previas se encuentra en la cuarta fila, a modo de comparar

sus rendimientos los demas derivados.

Tabla 5.2: Rendimientos cuanticos de fotoconversion de DHAs.

Estructura base Grupo Funcional R Nimero Amax,cabs (nm) Dp_,c DA Ref.
CN 57 496 0,28 0,59
N -=-Ph 58 520 0,13 0,55
F\/F ~ -=Pr 59 520 021 o358
s" RS CH; 1 517 0,35 0,35
OCH3 60 547 0,34 0,03
CN 61 545 0.42 0.41
-=-Ph 62 575 0,17 0,32
=-Pr 63 575 0,41 0,27 24,161
CH=C(CH3), 64 625 0,25 0,23
CH; 65 575 0,59 0,013
CH,OCH3 66 580 0,50  0,0062
OCH; 67 625 044  1,7x10°
CN 68 570 0,50 0,018
CH3 69 562 0,46 0,015 ’
OCHj3 70 597 0.48 0,008
N(Et), 71 597 0,37 0,0025
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Mais alla de presentar un @¢_,4 menor al DHA 52, el nuevo fotocrémico debe tener una banda
de absorcion del isémero cerrado (con maximo en lﬁﬁi’c) que se superponga con el espectro
de emisién del DHAO 11, alrededor de 520 - 560 nm (Figura 5.6). Ademads, el ®4_,c debe
ser parecido al de 52, tal que el tinico pardmetro que cambie sustancialmente en el esquema

DHA,UV

cinético sea k;_

Teniendo en cuenta estas restricciones, hay un compuesto que claramente cumple con estos
requisitos: el DHA 60. El mdximo de absorcidén del isémero cerrado de 60 estd desplazado
hacia el rojo en comparacién con 52, pero la banda de emisién del DHAO 11 es amplia, con lo
cual se esperaria una buena superposicion de los espectros. El ®4_,¢ es muy similar, mientras

que el ®¢_,4 es un orden de magnitud menor que para 52.

Se calcularon en base a estos rendimientos cudnticos las constantes cinéticas correspondientes
al DHA 60 y se simul6 el comportamiento de una molécula compuesta de una unidad DHA 60 y
una unidad DHAO 11 (DHA-DHAO 72, Esquema 5.6), durante una secuencia de irradiaciones
parecida a aquella utilizada para el compuesto DHA-DHAO 55 (1: 340nm, 2 mW/cm?. 2: 520
nm, 10 mW/cm2. 3: 450 nm, 100 mW/cm?). Los resultados de la simulacién se observan
en la Figura 5.12. En comparacién con las condiciones de irradiacion del DHA-DHAO 55, la
intensidad del UV se duplicé y se aument6 un orden de magnitud la intensidad de la luz verde,
justamente debido a la menor velocidad de la reaccién de fotoreversion del DHA 60. Las
ecuaciones cinéticas correspondientes al compuesto 72 son las mismas que para el compuesto
55 (ver Seccién 5.3.2). Las constantes cinéticas de ambos DHA-DHAO 55 y 72 se observan
en la Tabla 5.3.

Irradiacion con luz UV

Al irradiar con luz UV, se establece un equilibrio entre las especie A-C y C-C (Figura
5.12A). Al igual que para el compuesto 55, el isémero C-A del DHA-DHAO 72 aumenta en
concentracion y luego decae, debido a que el equilibrio entre C-A y C-C estd desplazado hacia

este dltimo (K47VY > k2HAUY  Tabla 5.3). Sin embargo, a diferencia del DHA-DHAO

F_F
F F

OMe
a¥,
S

s s HNH i
oo 00 %”\

S Meo

Esquema 5.6: Estructura del compuesto doble DHA-DHAO 72.
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Figura 5.12: Simulacién de DHA-DHAO 72 durante una secuencia de irradiaciéon. Variacién de
concentraciones de los cuatro isémeros (A), espectros de absorcién (B) y emisién (C), y maximos

de absorcién (D) y emision (E).
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Tabla 5.3: Valores de constantes cinéticas de DHA-DHAOs 55y 72.

Compuesto Reaccién A (m) k(s')para55 k(s!)para72

A—C 340 2,05 x 102 4,09 x 102
C—A 340 3,87 x 102 3,31 x 1073

DHA
C—A 450 1,81 x 10° 1,55 x 10!
C—A 520 5,91 x 102 5,07 x 102
A—C 340 3,51 x 102 7,02 x 102
DHAO C—A 340 3,57 x 107 3,57 x 107
C—A 450 3,41 x 102 3,41 x 102
FRET, DHA C—A 340 1,12 x 102 1,92 x 1073

DHAO
FRET, DHA C—A 450 1,07 x 10! 9,16 x 10!

original, el equilibrio entre A-C y C-C estd desplazado hacia C-C. Las constantes cinéticas

: . . DHAUV DHA.UV | , DHAO.UV

involucradas se relacionan segiin k, .~ [A —C] > (kc_m +kFRET7C_>A,DHA) [C—C], ya
DHA,UV .2 DHAO.UV DHA,UV

que k-_,, (y por ende también kFRET7C_>A7DHA) es un orden menor que k, .~ . En

conjunto, en el EFE-UV hay una mayoria de la especie C-C, y una cantidad mucho menor
de A-C.

Irradiacion con luz verde y luz azul

De igual manera que para el DHA-DHAO 58, al irradiar con luz verde el equilibrio entre A-C
y C-C esta desplazado hacia la especie fluorescente A-C, aunque con una velocidad menor
(kgii’(]v es un orden menor), razén por la cual se utiliz6 una luz verde mds intensa. El espectro
al llegar al EFE-Verde coincide con aquel correspondiente tinicamente a la especie A-C (Figura
5.12B y D), sin contribucidn en el verde del isémero cerrado del DHA, y la emisién aumenta al
100% (Figura 5.12C y E). Al irradiar luego con luz azul la simulacidn retorna al estado inicial,

no fluorescente con 100% de la especie A-A.

Activaciéon multiple

El porcentaje de DHA-DHAO 72 en el estado fluorescente en el EFE-UV es aproximadamente
20%, lo que representa una mejora sustancial comparado con el 70% que se logra con el
DHA-DHAO 55 o el 50% con el compuesto triple DHA-DHAO-DHA 56. Esta fraccién
relativamente pequefia de isdmero fluorescente en el EFE-UV significa que al irradiar con

luz verde, se estarian activando un 80% de las moléculas oscuras remanentes. Es decir, solo



§5.4 Propuesta tedrica 167

un 20% de las moléculas se activan con una sola irradiacién, mientras que un 80% necesitan la
secuencia de irradiaciones para activarse al isémero brillante. ;Se puede reducir todavia mas
este nimero? De la misma manera que se redujo este porcentaje al agregar otro fotocrémico
al DHA-DHAO 55 para generar el DHA-DHAO-DHA 56, se esperaria que dos unidades del

DHA 60 tendrian el mismo efecto.

5.4.3 Dos grupos DHA aceptores con menor constante de fotoreversion

Se procedié a simular el DHA-DHAO-DHA triple 73 (Esquema 5.7) y los resultados se
observan en la Figura 5.13. Las ecuaciones cinéticas son idénticas a aquellas usadas en
la Seccion 5.4.1, y los valores de las constantes cinéticas se detallan en la Seccién 5.4.2.
La secuencia de irradiacién es similar al DHA-DHAO-DHA original 56, excepto que las
intensidades del UV y del verde son mayores (al igual que para el DHA-DHAO 72).

Se observa que, sumando los dos efectos (dos grupos aceptores de FRET y menores constantes
de fotoreversién del DHA), el porcentaje de la especie fluorescente A-C-A en el EFE-UV es de
apenas 5% (Figura 5.13A). Al competir ahora eficientemente el proceso de fotociclacién del
DHA en el UV con la fotoreversion del DHA en el UV, la especie mayoritaria en el EFE-UV
es C-C-C, seguida por las especies C-C-A y A-C-C, las cuales todas son no-fluorescentes. La
intensidad de emisién en el EFE-UV es minima, a pesar de formarse algo de la especie A-C-A
al comienzo de la irradiacién con luz UV (Figura 5.13C y E). Esto significa que, al irradiar
luego con luz verde, la totalidad de los DHA se fotorevierten y la muestra recupera el 100%
de la intensidad de fluorescencia (Figura 5.13A, C, E). La emisién se desactiva abriendo los

isémeros de DHAO con luz azul, y se recupera el estado inicial oscuro.

El compuesto triple DHA-DHAO-DHA 73 conforma entonces el primer ejemplo de una
molécula que cumple con los requisitos del concepto de activaciéon multiple de la fluorescencia.
En la préxima Seccién se detallard un experimento basico de microscopia, para explicar cémo

se pueden aprovechar las propiedades tnicas de 73.

Esquema 5.7: Estructura del compuesto triple DHA-DHAO-DHA 73.
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5.5 Experimento basico de microscopia

5.5.1 Activacion de los fluoréforos

Una vez demostrada la capacidad del DHA-DHAO-DHA 73 para activarse mayormente tras
dos irradiaciones, es necesario definir precisamente cémo seria un experimento microscépico
con este tipo de compuestos, que conduzca a un aumento de la resolucién comparado con
un experimento confocal tradicional. En la Figura 5.14 se ilustra una muestra marcada

uniformemente con moléculas de 73.

Si se ilumina la muestra con luz UV enfocada (la PSF se observa en la Figura 5.14), se van
a isomerizar las moléculas dentro de la PSF segtin la intensidad en cada punto y segtin las
ecuaciones cinéticas descritas en la Seccidn 5.4.1, hasta llegar al EFE-UV correspondiente en
cada punto de la muestra. En el centro de la PSF, donde la intensidad es mayor, una mayor
proporcién de las moléculas van a estar en el EFE-UV, mientras que en los bordes de la PSF

una menor cantidad de moléculas fotocromicas van a estar fotoconvertidas.

Las principales especies presentes en el EFE-UV son A-C-C, C-C-A y C-C-C. Para llegar a
estos estados a partir de A-A-A, es necesario que al menos 2, 2 o 3 fotones incidan sobre
una misma molécula, respectivamente. Esto significa que la PSF resultante que define la
distribucién de las moléculas isomerizadas en el EFE-UV de la Figura 5.14 tiene un perfil
tipo PSF>. Hasta este punto, se tiene un perfil de miiltiples fotones, pero sin activacién porque
no hay fluorescencia (solo hay un 5% de las moléculas en el estado fluorescente en el centro
de la PSF). Luego de la irradiacién con luz UV se irradia con luz verde, tal como en las

simulaciones previas. Todas las moléculas revierten al estado fluorescente A-C-A, dados los
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Figura 5.14: Experimento basico confocal de activacién miltiple de DHA-DHAO-DHA 73.
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fotones suficientes. Como minimo, los estados C-C-A y A-C-C requiere un fotén para activar
la fluorescencia, mientras que las moléculas en estado C-C-C requieren de por lo menos dos
fotones. Asi, se obtiene un perfil tipo PSF? para la activacién por luz verde del EFE-UV. En
total, 1a PSF resultante de todo el proceso, UV y verde, tiene un perfil al menos del tipo PSF°.

Utilizando el programa PSF Lab de The One Molecule Group,'>’ se calculé una PSF para

un arreglo tipico de microscopia: NA = 0,95, grosor de coverslip de vidrio = 170 um, luz
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Figura 5.15: Mapas de contorno en el plano xy y xz de PSF a 340 nm (A y B), PSF a 520 nm (A y B)
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polarizada circularmente para eliminar aberraciones y A = 340 nm o 520 nm segtn la etapa
de irradiacién. Los mapas de contorno de las PSFs (normalizadas) en los planos xy y xz para
340 nm y 520 nm se muestran en la Figura 5.15A y B, C y D, respectivamente. La PSF de
340 nm (PSF349) tiene un ancho a mitad de altura (FWHM) de 194 nm en x e y, y de 763
nm en z; la PSF de 520 nm (PSFsyp) tiene FWHM de 296 nmen x e y, y de 1,17 um en z.
Si se calcula la PSF resultante, PSF> = PSF%40 X PSF%ZO, se obtiene el perfil que se observa
en la Figura 5.15E y F para los planos xy y xz. Se puede apreciar que PSF° es mucho mds
pequefia que ambas PSF originales. El FWHM de PSF’ es de 78 nm en x e y, y de 400 nm
en z: una reduccién de 60-74% en x e y, y de 48-66% en z, dependiendo si se compara con
PSF349 0 con PSFsyy. Calculando el volimen de activacién como un elipsoide de didmetros
iguales a los FWHM, este se reduce en un fenomenal 92-98% (nuevamente dependiendo de la
comparacion): de 0,43 um?> para PSFsy a 0,010 um?> para PSF°. En términos de resolucién,
si la luz de excitacion es de A = 450 nm y NA = 0,95, dos fluoréforos se pueden resolver
normalmente si estdn a 289 nm el uno del otro (segun el criterio de Rayleigh) en el plano xy y
1,1 um en el eje z, mientras que con la activacién multiple descrita se podrian resolver como
minimo fluoréforos separados por alrededor de 87 nm en el plano xy y alrededor de 448 nm en

el eje z, un aumento de mds de 3 veces en la resolucién en xy y mds de 2 veces en z.

5.5.2 Reconstruyendo la imagen

Una vez activados los fluoréforos en un voliimen reducido gracias a la PSF?, se requiere excitar
los mismos para construir la imagen fluorescente, antes de retornar todos los fotocrémicos al
estado abierto. La excitacion se puede hacer o bien enfocada, con una PSF de excitacion similar
al de activacién, o bien de campo amplio, iluminando toda la muestra a la vez. En ambos
casos, la intensidad de excitacién debe ser menor a la intensidad de activacién, para evitar
cambios en la muestra; particularmente, al excitar a 450 nm los fotocrémicos van a revertir
al estado abierto, disminuyendo la fluorescencia. Una estrategia confocal solaparfa la PSF de
excitacién de 450 nm sobre la PSF?, resultando en la excitacién de un voliimen todavia menor
de la muestra. Luego de obtener la relacién sefial:ruido adecuada, se aumentaria la intensidad
del haz de 450 nm para fotorevertir todos los DHAOQ, y se procederia a enfocar el siguiente
punto (cercano) de la muestra y a repetir el experimento de activacién-excitacién-fotoreversion.
Excitando con un campo amplio, se deben obtener suficientes fotones para localizar con mayor
precision el origen de la fluorescencia para cada activacion. ;Cudl seria el limite de resolucién

en estos dos casos?

Debido a que es necesario llegar al EFE-UV antes de irradiar con luz azul para activar los
fluoréforos, no se puede reducir el niimero total de fluoréforos activados en la PSF resultante

bajando la intensidad de activacién - solo se necesitaria mds tiempo de irradiacién pero se



172 Fluoréforo de activacion multiple

llegaria también a un EFE-UV. Por ende, el niimero de fluoréforos activados va a depender de
la densidad de marcacién y del tamaiio de la PSF resultante, y no de la intensidad de irradiacién.
Si la densidad de marcacién es menor a la resolucién de la PSF resultante, se podrin localizar
los fluoréforos con tanta precision como permita el fluoréforo antes de fotodegradarse (de
manera similar a PALM, % Seccién 1.4.2 en la Introduccién). Si una muestra estd marcada
mads densamente que un fluoréforo por cada volimen de activacidn resultante, no se van a poder
resolver todos los fluoréforos individualmente con un Unico ciclo de activacién-excitacion. Sin
embargo, dado que se trata de un equilibrio en el EFE-UYV, es posible que al repetir el ciclo
de activacion, se genere una distribucion levemente distinta de fluoréforos activados dentro
del volimen de activaciéon. Al repetir el ciclo activacién-excitacion repetidas veces en un
mismo punto focal, se podrian distinguir fluoréforos individuales por la desconvolucién de las
imagenes, y asi lograr una imagen con resolucién mucho mayor a aquella provista por la PSF

resultante.

5.6 Conclusion de la estrategia de activacion multiple

En este capitulo se describié en detalle el concepto de la activaciéon multiple de sistemas de
fluoréforos fotocrémicos y el aumento tedrico de la resolucién alcanzable con esta técnica.
Las ecuaciones que describen la compleja fotoquimica de los compuestos dobles o triples
se derivaron de los diagramas de fotociclaciones y fotoreversiones correspondientes, y se
utilizaron para simular el comportamiento de distintos sistemas bajo diversas condiciones de
irradiacion. Al identificar el factor responsable de la mayor proporcién del estado fluorescente
al irradiar el sistema de dos componentes inicial con luz UV, se buscé corregir adaptando el
fluoréforo con unidades que proporcionen al sistema las propiedades fotoquimicas deseadas.
Un sistema triple con dos aceptores fotocrémicos con fotoreversion lenta en el UV y un donor
fluorescente presento los requerimientos cinéticos necesarios, y se simulé su comportamiento
demostrando la efectividad de la activacién con multiples estimulos luminicos. Finalmente, se
describié un experimento bdsico de microscopia con activacién miiltiple y la reconstruccion
de una imdgen de fluorescencia con super-resolucién. La activacién multiple permite reducir
teéricamente el volimen de activacién de una muestra por mas de 90%, y aumentar al menos
dos veces la resolucion en los tres ejes cartesianos en comparacién con la microscopia limitada

por la difraccién natural de la luz.



Capitulo 6

Aplicaciones de diheteroariletenos

fluorescentes

En los Capitulos 2 y 4 se exploraron las propiedades fotoquimicas y estrategias de
solubilizacién de los diheteroariletenos fluorescentes (DHAOs), siempre con el objetivo de
adecuar los mismos para su uso en la microscopia celular. Se lograron desplazar las longitudes
de onda de absorcién y emision levemente hacia el rojo sin modificar las caracteristicas de
fotoconversion y se otorg6 solvatocromicidad al DHAO con sustituyentes altamente dadores de
electrones, con el costo de pérdida de fotoreversiéon. La buisqueda de solubilizacién identificé
la necesidad de proteger sustancialmente al DHAO del entorno acuoso para conservar la
fluorescencia y fotoconversidn. Al final del Capitulo 4 se sintetizaron ademds derivados de
DHAOs con grupos funcionales maleimida, capaces de actuar como sondas al conjugarse con

proteinas de interés.

Una vez conocidas las propiedades y requerimientos de los DHAOs, fue posible determinar las
areas de aplicacion de los mismos dentro del marco de la investigacion bioldgica. En primer
lugar, las sondas solvatocromicas son capaces de reportar la polaridad del entorno mediante
el desplazamiento de su fluorescencia, ademds de ser fluoréforos fotoactivables. Cémo se
describe en este Capitulo, se utilizaron como indicadores de polaridad del entorno de las
distintas posiciones de la a-sinucleina durante su agregacion y se compararon con un indicador
de formacién de fibras conocido, revelando cambios en el entorno de la proteina mucho
antes que la formacién de fibras. En segundo lugar, se utilizaron los DHAOs como sondas
fluorescentes bajo el microscopio y se evalué su capacidad de fotoconversién en muestras
bioldgicas fijadas. Junto con las propiedades de iluminacién estructurada del microscopio
de arreglo programable (PAM) del Dr. Jovin se lograron fotoconvertir selectivamente distintas
areas de una muestra de neuronas de hipocampo de rata, demostrando la flexibilidad del método

y el potencial para aumentar la resolucién con la combinacién de ambas técnicas.

En este Capitulo se detallan los experimentos realizados, y se discuten las limitaciones y el

futuro de las sondas de DHAOs en el contexto de las aplicaciones bioldgicas.

173



174 Aplicaciones de diheteroariletenos fluorescentes

6.1 Fotoconversion en seco

En las Secciones 4.6.1 y 4.6.2 del Capitulo 4 se caracterizaron los derivados de DHAO
con maleimida y los conjugados de a-sinucleina y anticuerpos en solventes orgdnicos
y soluciones acuosas. Exceptuando los conjugados dobles, donde la sonda 37 (DHAO
con dos unidades maleimida) unia dos entidades protéicas tanto de ¢-sinucleina como de
anticuerpos, los conjugados no conservaron las propiedades fotoquimicas o la fluorescencia
en soluciones acuosas. Por ende, se evaluaron los conjugados «en seco», depositindolos
sobre cubreobjetos de vidrio y fotoconvirtiendo los mismos bajo el microscopio. Se agradece
particularmente al Dr. Nathan Cook por su ayuda durante la fase experimental de esta
Seccion. A modo recordatorio, se enumeran en la Tabla 6.1 las sondas con maleimida
y los conjugados de proteinas sintetizados en el Capitulo 4 y utilizados en las préximas
secciones. Las sondas 36 y 37 son no-solvatocrémicas y fotoreversibles, mientras que
40 es fotoactivable y solvatocrémica. Los conjugados 41, 42 y 43 incorporan la sonda
solvatocrémica a la a-sinucleina, mientras que 44 y 45 son monémeros y dimeros de
a-sinucleina con la sonda no-solvatocromica. Los conjugados 46 y 47 son anticuerpos
marcados con sondas no-solvatocrémicas mono- y di-sustituidas formando un puente entre

dos unidades de anticuerpo, respectivamente.

En el Capitulo 4 se vié que los conjugados 41, 42, 43, 44 y 46 eran fotoactivables pero
no fotoreversibles en solucién acuosa. Aunque este comportamiento era de esperar para los
conjugados con la sonda solvatocrémica fotoactivable, no lo era para los demds conjugados.
Este efecto se debia probablemente a la presencia de moléculas de agua en su entorno que
desfavorecen la fotoconversion y la emisién, y no a un cambio de estructura o modificacién
quimica permanente. Por ende, si se removia el agua del entorno, se esperaba que los DHAOs

se comportaran de manera natural.

Siguiendo esta ldgica, y en preparacion para el uso de las sondas en muestras bioldgicas, se
prepararon muestras de los DHAOs y los conjugados depositando 5 uLL de cada compuesto en
soluciones acuosas u orgdnicas de aproximadamente 10 uM sobre un cubreobjetos de vidrio
y secando a 500 rpm para formar una capa delgada de muestra seca. Se depositaron 8 uL
de Mowiol®, un medio de montaje polimérico ampliamente utilizado en microscopia celular,
sobre las placas de vidrio y se ubicaron los cubreobjetos boca-abajo sobre estas para proveer

un entorno hidrofébico a los DHAOs.

Se utilizé un microscopio de campo amplio con un l4ser de 450 nm para la excitacién y
fotoreversion, y un filtro de paso largo de 510 nm para la emision, para medir la respuesta de
las muestras secas a los estimulos luminicos. El microscopio estaba compuesto de un objetivo

de agua de 60x, marca Olympus, y se tomaron imdgenes con tiempos de integracion de 1
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Tabla 6.1: Numeracién de derivados de DHAO con maleimida y conjugados de proteinas.

Numeracion Fluoréforo Proteina
40 -
36 -
37 -
41 a-Sinucleina A18C
42 a-Sinucleina A90C
43 a-Sinucleina A140C
44 o-Sinucleina A18C,
mondmero
o-Sinucleina A18C,
45 .
dimero
e
QN °
46 Ho O ) O H\/\N)ﬁ Anticuerpo Secundario
0o o'Sb o
e
(o] F Q F [e] . .
I Anticuerpo Secundario,

puenteado
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segundo. Las muestras inicialmente en un estado fotoestacionario intermedio (parcialmente
fotociclados) se ubicaron en el foco del objetivo. Se irradiaron directamente (no a traves
del objetivo) con una ldmpara de mercurio y un filtro de paso de banda de 370 nm durante
1 segundo para fotociclar los DHAO, y luego se tomaron una secuencia de imégenes
microscépicas a 450 nm durante un tiempo adecuado para conseguir la fotoreversion de la
muestra. En el Esquema 6.1 se muestra el algoritmo de las mediciones realizadas. A partir de
las intensidades de las imdgenes adquiridas se puede derivar la curva de fotoreversién de los
DHAGOs.

6.1.1 Derivados con maleimida 40, 36 y 37

En la Figura 6.1A y B se observan las imédgenes obtenidas, acorde al protocolo detallado
previamente, durante la fotoreversién progresiva de los compuestos 40 y 36. Se puede
observar que a medida que avanza el tiempo de irradiacion, se reduce la intensidad de
fluorescencia - en principio, se fotorevierten los DHAOs. En la Figura 6.1B se puede observar
que luego de un flash de luz UV a los 120 segundos, la fluorescencia es recuperada y se
pueden fotorevertir nuevamente los DHAQO al estado abierto tras mds irradiaciones con luz
visible. Integrando la intensidad de la imdgen entera para cada una de las imdgenes tomadas
durante la secuencia de irradiacién, se puede graficar el valor de la intensidad promedio de
la muestra vs. el tiempo de irradiacién (Figura 6.1C, D y E). Se puede observar la diferencia
en velocidad relativa de fotoreversion de los compuestos: los derivados no-solvatocrémicos

(Figura 6.1D y E) fotorevierten eficientemente, rdpidamente decreciendo a O la intensidad

Fotoreversion progresiva

Activacion Activacion
1s Imagen Iméagen Imagen Imagen Iméagen 1s
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Intensidad

>
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Esquema 6.1: Protocolo de irradiacién y toma de imdgenes para muestras secas de DHAO-maleimida
y conjugados.
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Figura 6.1: Iméagenes de 40 (A) y 36 (B) en seco durante fotoreversion con luz visible. (B) es expuesto
a un flash de UV a los 120 segundos. Curvas de intensidad vs tiempo de irradiacién para 40 (C,
ajuste monoexponencial), 36 (D, ajuste biexponencial) y 37 (E, ajuste biexponencial) derivadas de las
imdgenes obtenidas.

total de emision, mientras que el derivado solvatocrémico (Figura 6.1C), que en solucién
fotorevierte lentamente, también lo hace lentamente en la capa polimérica. Las curvas se
pueden ajustar con una funcién exponencial, al igual que se detall6 en el Capitulo 2, que
permitiria derivar la constante de velocidad de fotoreversién. Sin embargo, las curvas de los
compuestos no-solvatocrémicos no se ajustan bien a una funcién mono-exponencial sino a una
funcién bi-exponencial: durante la fotoreversion de estos derivados de maleimida en seco bajo
el microscopio, la fotodegradacion no es desapreciable. Se puede observar la fotodegradacién
del compuesto 36 particularmente en la Figura 6.2, donde se grafica la intensidad de emision
vs. el tiempo de irradiacidon durante varios ciclos secuenciales de fotoreversion y fotociclacién
con un tiempo corto de luz UV. Luego de tres ciclos, la intensidad de emisién que se recupera

al irradiar con UV es cada vez menor, a pesar de activar siempre con un mismo tiempo de UV.

A pesar de la fotodegradacion, los derivados de maleimida de los DHAOs se comportan
de manera esperada bajo el microscopio en filminas poliméricas sélidas. El derivado 40
solvatocrémico se puede fotoactivar ripidamente y fotorevertir lentamente, mientras los
derivados 36 y 37 son 100% fotorevertibles en tiempos razonables. Las mutantes de
o-sinucleina carecen de estructura secundaria en solucidn, y por ende al ser depositadas las
mutantes marcadas en el cubreobjetos, los DHAOs quedan totalmente expuestos, libres de

interaccionar con el polimero de montaje de la misma forma que los DHAOs libres. A



178 Aplicaciones de diheteroariletenos fluorescentes

40001 y

3000 1

2000

1000 1

Intensidad (u.a.)

0 200 400 600 800
Tiempo de irradiacion (s)

Figura 6.2: Intensidad de emisién vs. tiempo de irradiacién durante ciclos de fotoreversion en seco de
36.

diferencia de la -sinucleina, los anticuerpos tienen una estructura secundaria definida, con
lo cual se podria esperar un entorno distinto que el DHAO libre, y por ende una fotoconversién
bajo el microscopio distinta. Se evalué el comportamiento de los anticuerpos marcados en la

siguiente Seccion.

6.1.2 Anticuerpos marcados

Se prepararon muestras de ambos anticuerpos secundarios marcados, 46 y 47, de la misma
manera que en la Seccion previa: soluciones acuosas de ambas proteinas se depositaron sobre
un cubreobjetos, secaron y cubrieron con Mowiol. Se utiliz6 el mismo protocolo de irradiacién
(Esquema 6.1) y las curvas de intensidad vs. tiempo de irradiacién se pueden observar en la
Figura 6.3A y B. En el caso de los anticuerpos, se puede apreciar claramente que el conjugado
46 fotorevierte eficientemente, decayendo la intensidad de forma mono-exponencial, mientras
que el conjugado 47, una vez fotociclado, no puede fotorevertir. Esto es en contraste con el
comportamiento de los conjugados en solucién: el derivado mono-sustituido no fotorevertia
en solucién acuosa, pero el conjugado puenteado fotoconvertia de forma reversible. EI
razonamiento del Capitulo 4 acerca de por qué los conjugados tipo puente fotorevierten en
solucién con mayor facilidad esté relacionado con la flexibilidad del isémero abierto y la mayor
libertad de movimiento que este le proporciona a los conjugados voluminosos y estéricamente
desafiados. En el caso de la muestra seca, donde los anticuerpos en principio estdn fijos, la
fotoreversiéon de los DHAOs no proporciona mayor flexibilidad; de hecho, al contrario, la
tension estérica en el conjugado puente podria estar inhibiendo la fotoreversion por completo.
El conjugado simple 46, al contrario, puede sufrir repetidos fotociclos (Figura 6.3C) con una

fotodegradacion similar a la que se observé para los DHAO:s libres.
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6.1.3 Polimeros y Microscopios

La fotoconversiéon de los DHAOs fue comprobada en una variedad de condiciones y en
distintos microscopios. Se comprobé la fotoconversién de DHAOs (sin conjugar) depositados
en cubreobjetos: sin aditivos; en una filmina de PVA (polivinilacetato); en una filmina de
PMMA (polimetilmetilacrilato); con distintos aceites usados para montar muestras bioldgicas.
En todos los casos, los resultados fueron los mismos: los DHAOs libres fotoconvierten
reversiblemente. También se utilizaron dos microscopios distintos (uno confocal y otro de
campo amplio) con los mismos resultados, y velocidades de fotoconversion dependientes de
la intensidad de la luz disponible a traves del objetivo. Por ejemplo, en el microscopio de
campo amplio desarrollado por los Lic. Federico Barabas y Lic. Luciano Masullo del grupo
de Nanofisica Aplicada del Centro de Investigaciones en Bionanociencias, la intensidad de
luz disponible era mucho mayor, resultando en una fotoreversiéon muy veloz del DHAO 11
(Figura 6.4). El DHAO se activaba con un pulso corto de luz UV y se desactivaba en apenas
unos segundos de irradiacion visible. Las condiciones de irradiacién se pueden modificar por
ende para adecuar la velocidad de fotoconversion al experimento a realizar: fotociclacién o
fotoreversion lenta permiten minimizar la cantidad de luz que recibe la muestra y conseguir
estados parcialmente fotoconvertidos de los DHAOSs; fotoconversion rapida permite realizar

muchos fotociclos en poco tiempo.

6.2 Agregacion de a-Sinucleina

En el Capitulo 4 se describi6 la estructura de la a-sinucleina, una proteina involucrada en la
formacién de agregados amiloides llamados cuerpos de Lewy en la enfermedad de Parkinson.
La o-sinucleina estd compuesta por 140 aminodcidos y es intrinsicamente desordenada en
solucién. La estructura primaria se puede subdividir en dos secciones seglin su interaccion

162;163

con membranas lipidicas: aproximadamente los primeros 97 aminoacidos N-terminales

estan involucrados en la formacién de estructuras tipo ¢-hélice en contacto con una membrana

Flash UV Flash UV

0s 1s 5s 15s  55s 101s 102s 110s 135s

Figura 6.4: Imagenes de DHAO 11 en una filmina de PMMA durante fotoreversion con luz visible
intensa y fotociclacién con luz UV en pulsos cortos.
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fosfolipidica, mientras que los restantes aminodcidos C-terminales no adquieren estructura
secundaria, y presentan una interaccién débil con la superficie de la membrana debido a
su carga relativamente negativa. De los aminodcidos 1-97, los primeros 25 residuos se

164 mientras los residuos 26-97 son més

caracterizan por su fuerte interaccién con membranas
sensibles a la naturaleza de la membrana y determinan la afinidad de la o-sinucleina por la
misma. Los residuos 61-95 componen la regién denominada NAC (componente que no forma

amiloides-f3), implicada en la agregaci6n de la proteina.

En las neuronas de pacientes, la «-sinucleina se agrega formando fibras caracterizadas
por estructuras tipo hoja-f8 que eventualmente llevan a la formacién de cuerpos de
Lewy. El proceso de agregacién, los distintos oligémeros que se puedan formar en el

165;166;167;168 siendo

proceso y su toxicidad relativa sigue generando discordia al dia de hoy,
compleja la caracterizacidon de estas especies intermedias y la reproduccién de condiciones
fisiolégicamente representativas. Dentro de las técnicas de andlisis de la agregacidn se destacan

164;169

las espectroscopias de resonancia (de spin nuclear y electrénico '7?), las microscopias de

166:171 y de electrones, '7? y la fluorescencia como reportero

fuerza atémica ', de fluorescencia
de las condiciones de entorno, 19%173174 de distancias entre residuos mediante FRET, 73176
6 de formacién de fibras.!”” El uso de fluoréforos solvatocrémicos o ratiométricos sensibles
como sondas de polaridad del entorno pueden proporcionar informacién sobre las interacciones
entre mondmeros previas a la formacién de fibras ordenadas. !’ En este contexto, los DHAOs
solvatocrémicos desarrollados en el Capitulo 2 son de interés, ya que proveen sensibilidad al

entorno, complementado con su fotoconversion apta para microscopias de super-resolucion.

En la Seccién 4.6.2 del Capitulo 4 se detall6 la conjugacién de tres mutantes de cisteina de la
o-sinucleina, en posiciones 18, 90 y 140, a DHAOs con grupos funcionales tipo maleimida.
Se puede observar en el Esquema 6.2 que las tres posiciones se encuentran en cada una de

las tres regiones de interés de la ¢-sinucleina: N-terminal, region NAC y C-terminal. Al

A
1 61 96 140

N-terminal NAC C-terminal
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[ | Calor/Tiempo
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[

Esquema 6.2: A) Mutantes cisteina de a-sinucleina marcadas con DHAO solvatocrémico 40 y regiones
de interés. B) Agregacion de ¢¢-sinucleina.
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formar fibras, las regiones N-terminal y NAC forman estructuras tipo hoja-f3 que interaccionan
fuertemente via fuerzas Van der Waals, mientras que la regiéon C-terminal retiene su libertad
conformacional. Oligémeros intermediarios en el proceso de agregacién probablemente
presenten interacciones entre las tres regiones distintas a los monémeros libres en solucién
o a las fibras, y sondas que sean capaces de reportar condiciones de entorno pueden servir para

identificar los estadios de formacidn de estas especies.

6.2.1 Agregados de o-sinucleina en solucién

Para evaluar el desempefio de los DHAO como sondas para esta aplicacion, las mutantes
de o-sinucleina marcadas con el DHAO solvatocrémico 40 (conjugados 41, 42 y 43) se
sometieron a condiciones favorables para la agregacion y se evaluaron las propiedades
fotoquimicas de los agregados. Se mezclaron muestras de las tres mutantes marcadas con
DHAO parcialmente fotoactivado junto con ¢-sinucleina wildtype (nativa, sin modificaciones)
en una relacién 5:95 tal que la agregacion no sea influenciada por la presencia de la sonda, en
buffer de fosfato a pH 7,14 y con una concentracién total de proteina de 0,1 mM. Las soluciones
se incubaron en la oscuridad durante 7 horas mezclando a 1250 rpm a 70°C, y luego durante
la noche a 37°C.

Se midieron los espectros de emisidn de las muestras a distintos tiempos retirando las mismas
del agitador momentaneamente. Los espectros de emisién del DHAO al inicio del experimento,
después de 5 hs y al cabo de 20 hs se muestran en la Figura 6.5. Se puede observar para
todas las posiciones que la banda de emision se desplaza hacia el azul en el primer periodo
de agregacion, indicando un entorno menos polar de las sondas que el inicial, y luego la

fluorescencia disminuye y predomina la dispersion al formarse las fibras.

Al cabo de 20 hs se centrifugaron las muestras para precipitar las fibras y se removid

el sobrenadante. Luego el precipitado se resuspendié dos veces en buffer de fosfato,
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Figura 6.5: Espectros de emision del DHAO en las mutantes de a-sinucleina 41 (A), 42 (B) y 43 (C)
durante agregacion.
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centrifugando y removiendo el sobrenadante nuevamente para retener Unicamente los
agregados de peso molecular mayor. Las fibras se resuspendieron finalmente con un volimen
de buffer de fosfato equivalente al volimen original de la solucién, y sus propiedades
espectroscopicas y fotoquimicas se evaluaron de la misma manera que se estudiaron para
todos los fluoréforos en los Capitulos 2 y 4. Los espectros de absorcién y emisién de las
fibras resuspendidas se pueden apreciar en la Figura 6.6, antes y después de someter las
muestras a fotoconversion con luz UV y visible. Los espectros de absorcién muestran una
dispersién importante, ocultando el perfil normal del DHAO, mientras que los espectros de

emisién son de una intensidad muy baja, mds de 10 veces menor a la intensidad de emisién de
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Figura 6.6: Espectros de absorcién (izquierda) y emisién (derecha) del DHAO en agregados de
a-sinucleina con 41 (A), 42 (B) y 43 (C) antes y después de fotoconversioén con luz UV y/o visible.
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los monémeros de o-sinucleina en solucién. Los espectros no muestran cambios apreciables
en el caso de las mutantes en posicién 18 y 140 (Figura 6.6A y C). Aquellos correspondientes
a la posicién 90 presentan pequefios cambios, donde la absorbancia disminuye sin importar
la longitud de onda de irradiacién, y el espectro de fluorescencia cambia en intensidad y se
desplaza hacia mayor longitud de onda. Sin embargo, estos cambios no se correlacionan con
la naturaleza de la irradiacién de la manera esperada para un fenémeno de fotoconversion del
DHAO, indicando que los fluoréforos o bien se encuentran rodeados de agua o bien estdn
estéricamente restringidos y no pueden isomerizar. Este resultado fue inesperado, ya que la
naturaleza hidrofébica del centro de las fibras (compuesta por la regién NAC principalmente)
se anticipaba que proporcionaria un entorno favorable para los DHAO en las posiciones 18 y

90 al menos.

6.2.2 Agregados de o-sinucleina en seco

De los agregados descritos en la Seccidon previa se tomaron 3 puL y se depositaron en
cubreobjetos de vidrio, preparando muestras secas y embebidas en Mowiol para el microscopio
tal como se detall6 en la Seccién 6.1. Las muestras se fotoactivaron con un flash de UV, y se
tomaron imdgenes de la misma durante irradiacion con luz visible, al igual que para los DHAOs
libres. Las intensidades de las muestras secas durante fotoreversion se grafican en la Figura 6.7,
para los agregados de 41, 42 y 43, y para agregados de 44 y 45, generados de la misma manera
que los conjugados solvatocrémicos. Se observa un decaimiento aparentemente biexponencial
de la intensidad de emisién con el tiempo de irradiacion visible en todos los casos, exceptuando
el agregado de 43. Esto indicaria un proceso apreciable de fotodegradacion, al igual que en
el caso de los DHAOs libres (Seccién 6.1.1), y/o la presencia de multiples poblaciones de
DHAO:s, resultando en un decaimiento multiexponencial, que en caso ilustrado aparenta un
proceso de dos componentes debido al limitado rango temporal. Varios procesos podrian
estar vinculados, incluyendo: (1) distintas posiciones de la sonda en relacién a los residuos
de la proteina en diferentes conformaciones, generando mds o menos interacciones; y (2)
distintos microentornos de la sonda dependientes de la compleja relacion proteina-solvente en
el medio de inclusién Mowiol (un adhesivo hidrocoloidal en alcohol polivinilico) a medida que
solidifica. La variacion de la emisién de las fibras con 43 parece casi lineal (Figura 6.7C), y no
se ajusta satisfactoriamente con una exponencial - se supone que en este caso la fotoreversion es
practicamente nula y inicamente hay un componente de fotodegradacién. En comparacién con
los DHAO no solvatocromicos, la fotoreversion de los DHAO solvatocrémicos es mucho mas
lenta. Sin embargo, se observa fotoreversion en todos los casos (exceptuando 43), al contrario
de las fibras en solucién. Nuevamente la sustracciéon de agua del medio tiene un efecto positivo
sobre la capacidad de fotoconversién de los DHAOSs, incluso dentro de estructuras protéicas

ordenadas.
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Figura 6.7: Intensidad de emisién de muestras secas de agregados de 41 (A), 42 (B), 43 (C),44 (D) y
44 (E) durante fotoreversion. Los ajustes son biexponenciales.

6.2.3 Monitoreo de agregacion en tiempo real

En la Seccién 6.2.1 se registré un desplazamiento notorio de la emisioén de la ¢-sinucleina al
progresar la agregacién. Se realiz6 entonces una nueva agregacion de las mutantes marcadas
con DHAO solvatocrémico, midiendo el espectro de emisién de la sonda en tiempo real. Se
utiliz6é para este experimento un espectrofluorimetro adaptado con un sostén de cubetas con
regulacion térmica y agitacion controlada disefiado por el Dr. Anthony De Vries. El dispositivo
permitié definir las condiciones de agregacién para todo el experimento y medir espectros de
emision con la menor perturbacién posible. Se siguié un protocolo establecido en el laboratorio
del Dr. Jovin para la agregacién reproducible de o-sinuclefna!’® utilizando cubetas de 5x5
mm de cuarzo con agitadores y tapones de teflon. Se mezclaron por separado las mutantes
marcadas 41, 42 y 43, con a-sinucleina wildtype en proporcién 5:95 y un volimen final de
400 uL de buffer de fosfato con 0,02% NaN3. La concentracion total de proteina era 150
uM. Las mezclas se ultracentrifugaron a 130 lc_(>g durante 1 hora para precipitar agregados
pequefios que pudieran servir como semillas para la formacién de fibras. Las muestras se
irradiaron previamente con luz UV para llegar a un estado fotoestacionario intermedio, tal que
la sefial fluorescente fuese apreciable. Se prepar6 también una cuarta muestra con Unicamente
a-sinucleina wildtype y 5% de tioflavina-T (THT), un fluoréforo que reporta la formacién de
fibras, para servir como control de agregaciéon. Excitando a 350 nm, se midieron los espectros

de emision de las muestras cada 30 minutos durante 24 horas con una agitacién de 1200 rpm
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aproximadamente y una temperatura constante de 70°C. Lamentablemente un error técnico
invalidé los resultados de la agregacion de la mutante 43, con lo cual se presentan tinicamente
los datos relacionados con la sonda solvatocrémica en posiciones 18 y 90, y el control con
THT.

Los espectros adquiridos se analizaron para extraer el corrimiento del mdximo de emision
durante la agregacién, y la variaciéon de la intensidad de emisién para cada uno de los
fluoréforos. Los resultados se pueden observar en la Figura 6.8. La intensidad de la emision de
THT muestra que la formacion de fibras ocurre a partir de las 10 horas aproximadamente. Sin
embargo, tanto el DHAO solvatocrémico en la posicién 18 (41) como en la posicién 90 (42)
presentan cambios en su espectro de emision alrededor de las 5 horas: la intensidad aumenta,
y el mdximo de emisién se comienza a desplazar hacia el azul. Ambos fendmenos significan
una disminucién de la polaridad del entorno, compatible con la formacién de agregados que
reduzcan la accesibilidad del agua a la sonda. Ya que el aumento de intensidad del THT no
coincide con el cambio en las propiedades espectroscépicas de los DHAOSs, significa que las
sondas solvatocrémicas estdn detectando la formacién de oligdmeros previos a la formacién
de fibras, un fendmeno que se vié previamente con otras sondas fluorescentes (Yushchenko et
al'”). Los resultados preliminares de las agregaciones de o-sinuclefna usando los DHAO
solvatocrémicos como sondas de polaridad son alentadores, y se requiere un trabajo mas
intenso para derivar conclusiones puntuales sobre la naturaleza de los agregados intermediarios

que se forman.

6.3 Microscopia de arreglo programable con DHAOs

En la Seccién 1.4.2 de la Introduccién se describié un microscopio de arreglo programable

(PAM7%77) capaz de aumentar la resolucién de una imagen fluorescente mediante iluminacién
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Figura 6.8: Intensidad de emision (A) y longitud de onda de mdxima emision (B) durante la agregacion
de a-sinucleina con DHAO solvatocrémico en posicién 18 (rojo), 90 (azul) y con THT (negro).
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y deteccién estructurada. Una de las ventajas del PAM es la posibilidad de iluminar
especificamente las dreas de interés de una muestra, reduciendo la fotodegradacién de
fluoréforos y el dafio a la muestra. Combinado con la fotomodulacién de la emisién de los

DHAO s, se abren nuevas posibilidades para la microscopia de alta resolucion.

En pos de evaluar el desempefio de los DHAOs como fluoréforos para microscopia celular, y
de explorar la versatilidad del PAM, se realizaron experimentos de fotoconversidn de neuronas
marcadas con DHAOs. Este trabajo se realizé con la colaboracion activa del Dr. Nathan
Cook, Dr. Anthony De Vries, Dra. Vaishali Chakrabarti, Dra. Donna Arndt-Jovin y el Dr.
Thomas Jovin, y se les agradece a todos especialmente por el esfuerzo conjunto. Se prepararon
muestras de neuronas de hipocampo de rata, extraidas de ratas recién nacidas, depositadas
en cubreobjetos cubiertos con poli-L-lisina y crecidas en condiciones estériles. El dia 2 las
neuronas se marcaron con dos anticuerpos primarios, dirigidos a componentes importantes
del citoesqueleto: conejo anti-Map 2 de rata, y conejo anti-B3-tubulina de rata. Luego se
incubaron durante 1 hora a 37°C con el anticuerpo secundario 46 sintetizado previamente
(Seccién 4.6.2, Capitulo 4). Luego de optimizar las condiciones de tincién, se obtuvieron

muestras densamente marcadas con el fluoréforo que se muestran a continuacion.

El primer protocolo de irradiacién de las muestras de neuronas se puede observar en el
Esquema 6.3. Comenzando con una muestra oscura (DHAOs desactivados), se activa la
emision de los fluor6foros con irradiaciéon UV. Luego, de manera similar a aquella usada
previamente para medir la fotoreversién de las sondas en la Seccién 6.1, se irradia la muestra
con luz visible durante un tiempo determinado, tomando una secuencia de imdgenes. La

iluminacién estructurada del PAM permite definir un patrén determinado, por ejemplo un

Visible

Esquema 6.3: Protocolo 1 de irradiacién para muestras de neuronas con el PAM.
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arreglo de cuadrados tipo tablero de ajedrez, con el cual se pueden fotoconvertir selectivamente
areas definidas de la muestra. En el caso de este protocolo, se fotorevirtié la muestra con el
patrén de tablero de ajedrez, tal que las dreas blancas se iluminaran con luz visible, y la negras
no se irradiaran. En la Figura 6.9 se pueden apreciar las imdgenes conjugadas y no-conjugadas
del PAM al irradiar con un patrén de tablero de ajedrez. La imdgen conjugada es la imdgen
que se registra en la cimara de la luz reflejada de los pixeles que estdn «encendidos», mientras
que la im4gen no-conjugada corresponde a los pixeles «apagados». Se observa entonces que
el patrén de ajedrez estd a la inversa en la imagen no-conjugada, y ademads la intensidad de la
imdgen no-conjugada es menor, al deberse justamente a luz dispersa. Al cabo de la secuencia
de imagenes, los DHAOS en las partes blancas del patrén se desactivan, volviendo oscuras esas
areas de la muestra, mientras que las areas negras permanecen fluorescentes. Al irradiar por
ultimo con luz UV nuevamente, se vuelven a activar todas las areas de la muestra, volviendo

al estado original.

El protocolo se aplic6 a una muestra de neuronas, obteniéndose las imdgenes que se
observan en la Figura 6.10. La muestra fotoactivada previamente con luz UV se fotorevirtié
selectivamente con el patrén de ajedrez durante 20 segundos, y luego durante otros 40
segundos. Se puede observar en las imdgenes correspondientes en la Figura 6.10 la naturaleza
cuadriculada de la fluorescencia de la muestra, luego de las irradiaciones. Se comprobd
que el decaimiento de la intensidad durante la irradiacién con luz visible correspondiera a
la fotoreversién de la muestra analizando nuevamente la intensidad de las imdgenes durante
la irradiacién (Figura 6.11). La curva se ajusta bien a una funcién bi-exponencial debido a
la fotoreversion y también fotodegradacion de la muestra, al igual que los conjugados con
anticuerpos 46 y 47 detallados en la Seccién 6.1.2. Aunque se irradia solamente en los
cuadriculos «encendidos» del patrén, la luz dispersa genera fotoreversién también en las
areas «apagadas» de la muestra. La intensidad promedio del cuadriculo central «apagado»

disminuye de 160 cuentas a 154 después de 20 segundos y a 132 luego de otros 40 segundos

e

Figura 6.9: Imagenes conjugada (A) y no-conjugada (B) de la muestra de neuronas iluminadas con un
patrén de ajedrez.
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Figura 6.10: Secuencia de imdgenes de neuronas de hipocampo durante fotoreversién con un patrén
de ajedrez y fotoactivacién con luz UV. El cuadriculado superpuesto sobre las imagenes fotorevertidas
a la derecha resalta las areas fotorevertidas.
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Figura 6.11: Intensidad promedio de la imagen vs. tiempo de irradiacion con el patrén de ajedrez de
luz visible de la muestra de neuronas de hipocampo.

de fotoreversion. Es decir, en el tiempo que se requiere para fotorevertir casi completamente las
areas pretendidas de la muestra, las areas no-irradiadas pierden casi un 20% de su intensidad
inicial. Al irradiar luego con luz UV de forma pareja, los DHAO abiertos se vuelven a
fotociclar, restaurando la fluorescencia de toda la muestra. Efectivamente los DHAOs se

fotoconvierten de manera esperada en las neuronas fijadas.

Se aplicé un segundo protocolo para fotorevertir secuencialmente las areas del cuadriculado
(Esquema 6.4). El comienzo es idéntico al protocolo 1, y luego de la primera fotoreversion
con el patrén de ajedrez, se irradié la muestra con el mismo patrén pero invertido. De
esta manera, se comprobaria que areas inicialmente no-irradiadas se podian fotorevertir por
separado. En la Figura 6.12 se pueden observar las imdgenes correspondientes a este protocolo
de irradiacién, nuevamente con el cuadriculado superpuesto para facilitar el andlisis. Se puede
apreciar un patrdn leve de ajedrez de fotoreversion luego de 40 segundos de irradiacién visible,
pero la muestra parece homogéneamente activada luego de otros 40 segundos con un patrén
inverso, habiendo fotorevertido por igual a todas las areas de la muestra. Se consigue activar

nuevamente a los DHAOs irradiando de forma pareja con luz UV.

6.4 Conclusion parcial de aplicaciones

En este Capitulo se describieron dos aplicaciones puntuales de los DHAOs en contextos
biolégicos: sondas de polaridad para la deteccidon de agregados tempranos de o-sinucleina;

y sondas fluorescentes y fotoconvertibles para microscopia celular. El trabajo detallado es
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Esquema 6.4: Protocolo 2 de irradiacidn para muestras de neuronas con el PAM.
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Figura 6.12: Secuencia de imagenes de neuronas de hipocampo durante dos fotoreversiones
secuenciales e inversas con un patrén de ajedrez y fotoactivaciéon con luz UV. El cuadriculado
superpuesto sobre las imagenes fotorevertidas a la derecha resalta las areas fotorevertidas.
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solamente un acercamiento a las posibles aplicaciones, y de ninguna manera un estudio

exhaustivo de las propiedades y limitaciones del uso de DHAOs en las mismas.

Los experimentos presentados en el Capitulo 4 mostraron que en definitiva el agua es el
elemento limitante para el buen desempefio de los DHAOs en términos de fluorescencia y
fotoconversiéon. Mientras la o-sinucleina y el anticuerpo libres no proporcionaron un entorno
adecuado para la fotoconversion de los fluoréforos, se anticipaba que las fibras de ¢¢-sinucleina
sf lo harfan, gracias a la naturaleza hidrofébica de las mismas. Sin embargo, tampoco las fibras
lograron proteger los fotocromicos del agua, con lo cual la fotoconversion se puede aprovechar

en condiciones no-acuosas para estos derivados de DHAO.

A pesar del bajo rendimiento cudntico de fluorescencia en soluciones acuosas, el DHAO
solvatocrémico sirvi6é para monitorear la polaridad del entorno de distintas posiciones de la
a-sinucleina durante su agregacién, revelando la clara formacién de especies intermedias
varias horas antes de la formacién de fibras maduras. Aunque en solucién no fotoconvierten los
DHAO s, se podrian observar alicuotas de a-sinucleina a distintos tiempos de agregacion bajo
el microscopio, tal de obtener informacion tanto super-resolutiva gracias a la fotoconversion,
como de polaridad gracias a la solvatocromicidad de la sonda. La agregacion de la ¢¢-sinucleina
no es tampoco el tnico proceso que se podria estudiar con sondas de estas caracteristicas, sino
que clasifica cualquier proceso que implique un cambio en polaridad local con dimensiones
del orden de 10A.

Al evaluar el comportamiento de las proteinas conjugadas bajo el microscopio, y sin la
presencia del agua, nuevamente se recuperaron las propiedades normales de los DHAO:s.
Tanto los conjugados libres, como las fibras de o-sinucleina y los anticuerpos secundarios
unidos a sus blancos en muestras neuronales presentaron fluorescencia y fotoconversién. A
diferencia de los fluoréforos en solucién, bajo el haz del microscopio los DHAOs presentan
una fotodegradacién mayor, demostrado por la naturaleza biexponencial del decaimiento de
intensidad con el tiempo de irradiacion. La naturaleza bi-exponencial puede también estar
indicando la presencia de més de una clase de DHAO unido a la proteina, con entornos distintos
que produce decaimientos distintos. Afortunadamente, la fotodegradacién se puede minimizar
reduciendo la intensidad con la cual se irradia la muestra, aunque esto llevarfa a tiempos mds
largos de fotoreversiéon. Los experimentos de fotoconversion en el PAM mostraron que se
puede fotoconvertir y excitar selectivamente distintas areas de una muestra, reduciendo todavia
mads la fotodegradacidn en sectores de la muestra que no interesan o que se quieran preservar.
El grado de fotoconversién de cada area iluminada se puede controlar con la cantidad de luz
UV que se utiliza para activar los DHAO, con lo cual se puede obtener una baja densidad
de fluoréforos encendidos minimizando la luz de fotociclacién, y lograr un aumento de la

resolucién de manera similar a aquella utilizada en las técnicas de STORM o PALM.



194 Aplicaciones de diheteroariletenos fluorescentes

Se requiere, naturalmente, indagar méas profundamente en las técnicas detalladas para mejorar
las mismas y aprovechar al maximo las propiedades de los DHAQOs. Las aplicaciones
presentadas en este Capitulo, aunque sean preliminares, son un importante paso hacia la
demostracion de la utilidad de los DHAOs en el contexto de problemas biolégicos y fisicos.
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Esquema 7.1: El método cientifico !’ aplicado a este trabajo de tesis.

Al comienzo de esta tesis se propuso modificar los diheteroariletenos fluorescentes (DHAOs)
con tal de cumplir con los requisitos de los métodos modernos de microscopia de fluorescencia
de alta resoluciéon. Como se aprecia en el Esquema 7.1, esta hipétesis surge de una inquietud
actual del mundo cientifico: cdmo resolver estructuras por debajo del micrémetro, para poder
observar procesos bioldgicos sub-microscépicos. Para verificar la hipdtesis de que los DHAOs

podrian servir como sondas fluorescentes para la microscopia celular, se identificaron los
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desafios y se propusieron estrategias adecuadas para sobrellevarlos. Una intensa fase de
experimentacion, incluyendo sintesis y caracterizacién de derivados de DHAOs, un andlisis
fotoquimico integral y, en el caso de la propuesta de multiples activaciones, simulacién
del comportamiento de las sondas, llevé a la reformulacion de la hipétesis original y el
mejoramiento de las predicciones y propuestas para lograr el objetivo. Finalmente, se
generaron teorias respecto a los niveles energéticos de los DHAOs y el efecto de sustituyentes,
la susceptibilidad de los DHAOs al agua, y el aumento de resolucién posible mediante el uso

de las sondas complejas disefiadas.

En el esquema del método cientifico detallado, mientras las instancias negras indican
momentos de creatividad y formulacién de propuestas, las instancias verdes indican momentos
de evaluacién y formulacion de conclusiones. Las conclusiones evaldan el éxito relativo y la
trascendencia del trabajo realizado dentro del marco de la hip6tesis original y el estado del arte
a nivel mundial. Mientras se elaboraron conclusiones breves al final de cada capitulo de esta
tesis, este tltimo capitulo repasara los objetivos, los logros, las limitaciones y las implicaciones

de cada proyecto en mayor detalle.

7.1 Acerca del efecto sustituyente y la solvatocromicidad

El objetivo de sustituir los DHAOs con grupos dadores y aceptores de electrones fue
de optimizar mediante esta modificacién las propiedades espectrofotométricas para la
microscopia celular: es decir, desplazar las longitudes de onda de absorcidn y emision hacia el
rojo, aumentar los rendimientos cudnticos de emision, y conocer la relacion entre el cardcter
electro-dador del sustituyente y las velocidades de fotoconversién para adaptar las mismas
a la técnica utilizada. Efectivamente, se lograron dos de estos objetivos: se descubrid que
sustituyentes electro-dadores desplazan los espectros hacia longitudes de onda mayores, y se
encontrd una relacion lineal entre la constante de Hammett 6’ y los rendimientos cuanticos de

fotoconversion.

Sin embargo, la longitud de onda de la emisién y la constante de fotoreversién estdn
intimamente e inversamente relacionadas mediante la superficie de energia potencial de los
isémeros del DHAO. Al estabilizar el estado excitado del isomero cerrado con grupos dadores
de electrones, aumenta la energia de activacidon necesaria para fotorevertir el compuesto.
Esto lleva a un compromiso en términos del uso de estos derivados en microscopia: o
bien se valora la posibilidad de excitar al fluor6foro con energias menores, o bien se
retiene la fotoreversibilidad. Para aplicaciones donde se requiera tnicamente fotoactivar el
fluoréforo, para luego extinguir permanentemente la fluorescencia por fotodegradacién (por

ejemplo PALM), sustituyentes dadores de electrones son ideales. Para aplicaciones donde
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se requiera por ejemplo medir repetidamente la muestra a distintos intervalos temporales,
sustituyentes atractores de electrones son mads convenientes, presentando velocidades de

conversién mayores.

En todos los casos, dado que el sustituyente no afecta apreciablemente la longitud de onda
de absorcion del isémero abierto, se deben fotociclar los DHAOs con luz UV. Aunque los
rendimientos cudnticos de fotociclacién son muy altos y se requiere poca luz para fotoactivar
los compuestos, el uso del UV sigue siendo una limitacién para la microscopia celular. Esta
propiedad se debe resolver modificando de otra manera la estructura del DHAQ, utilizando por
ejemplo: sustituyentes que extiendan todavia mds la conjugacion del sistema 7 del isémero

abierto; sustituyentes en otras posiciones del anillo aromadtico; 6 heteroarilos de otra naturaleza.

Otra limitacién del uso de sustituyentes para optimizar los fluor6foros es que el rendimiento
cudntico de fluorescencia no es afectado por la naturaleza de los mismos. En el Capitulo 4
se trabajé entonces con derivados de DHAOs con grupos etilo en los carbonos reactivos, que

tienen rendimientos cudnticos mas cercanos a 1.

La solvatocromicidad inesperada pero légica de los DHAOs con grupos dadores de electrones
adiciona una propiedad llamativa a la combinacién de emisién y fotoconversion existente.
La estabilizacién del estado excitado del isémero cerrado por este tipo de grupos es debido
a la mayor densidad electrénica del centro reactivo en comparacién con los extremos del
DHAO, polarizando el fotocrémico y volviéndolo susceptible a la dipolaridad del solvente.
Mientras esta propiedad se consigue Unicamente a costo de la fotoreversibilidad del DHAO, la
generacion de un fluor6foro fotoactivable y solvatocrémico es novedoso en si. Adicionalmente,
aunque no haya sido uno de los objetivos iniciales, la solvatocromicidad es una nueva
dimensién que se cobré relevancia en los Capitulos 4 y 6, y que se puede tener en cuenta

para aplicaciones futuras.

Las relaciones cuantificadas entre la naturaleza del sustituyente, las propiedades
espectrofotométricas y fotoquimicas, y el efecto del solvente se pueden utilizar para el disefio
de nuevos fluoréforos derivados de los DHAOs. Permiten estimar el comportamiento de
fluor6foros asimétricos, que aprovechen las propiedades que le otorgan ambos sustituyentes,
o de fluor6foros que combinen los DHAOs con fotocromicos de otra naturaleza. Los estudios
realizados contribuyen a la relativamente acotada literatura disponible actualmente sobre los
DHAO:s.

7.2 Acerca de la solubilizacion de DHAOs en agua

Las estrategias de solubilizacién evaluadas se pueden dividir en tres categorias: aquellas que

no solubilizaron los DHAOs, aquellas que los solubilizaron efectivamente en agua, y aquellas
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que solubilizaron y conservaron las propiedades fotoquimicas de los fluor6foros. La diferencia
entre las primeras dos categorias pareceria depender del tamafio de la entidad soluble a la
cual se adsorbe o conjuga el compuesto (ciclodextrina vs. BSA, ¢-sinucleina o anticuerpos)
o bien del carécter hidrofilico que tiene el mismo DHAO (no-modificado vs. modificado con
glucosas). Lo que destaca la tercera categoria es el grado de proteccion del centro reactivo del
solvente acuoso (adsorcion a a la superficie de BSA vs. inclusion en la cavidad de FABP),
y factores no-fotoquimicos que afecten la factibilidad de las fotoconversiones (ej. tensiones
entre entidades protéicas). La resistencia a fatiga de los DHAOs solubilizados con estrategias
de la tercera categoria sorprendentemente no depende del grado de labilidad de la unién entre
el DHAO vy la proteina involucrada, sino que la fotodegradacién es considerable tanto para la

inclusién y como para la conjugacion.

El conjunto de las observaciones indica que mientras la polaridad del solvente afecta
el desempefio de los fluoréforos, es el agua en si el que tiene interacciones especificas
desfavorables con el centro reactivo y que impide conservar sus propiedades fotoquimicas.
Mientras las interacciones todavia no se identificaron, se puede estimar que estan relacionadas
en forma directa con los centros sulfona, ya que diheteroariletenos no oxidados solubilizados
con monosacdridos fotoconvierten libremente. En términos de su utilizacién en microscopia,
la falta de fotoconversién en proximidad con el agua es una limitante para técnicas in vivo,
por ejemplo, pero no restringe las posibilidades dentro de los métodos no-acuosos, como se

demostré en el Capitulo 6.

Es importante destacar en esta Seccion que los experimentos de fotoconversion realizados
para los DHAO control, modificados con glucosa y adsorbidos a BSA, que involucraron
estudios sistemdticos de mezclas de solventes, no se podrian haber logrado sin el
espectrofotémetro y fotomodulador construido previamente (Capitulo 3). Mientras con el
equipo disefiado los experimentos se pudieron realizar en tiempos cortos y sin necesidad de
estar atento al instrumento durante la medicién, obtener la misma cantidad de datos con los

espectrofotémetros y ldmparas comerciales por separado hubiera sido enteramente impréactico.

Las estrategias exploradas cubren un campo amplio de técnicas de solubilizacioén uni-molecular
de los DHAOs. De extender la lista de estrategias serfa recomendable poner el foco en la
inclusion en cavidades protéicas, particularmente en cavidades grandes donde el DHAO se
pueda acomodar en su totalidad y reducir la labilidad conjugando directamente el fluoréforo
a la cavidad. Por supuesto que para la microscopia de super-resolucion, el tamafio de la
sonda no es irrelevante, e incluir el DHAO en una cavidad implica un aumento del tamaiio
de fluoréforo a varios nanometros. Sin embargo, de exitosamente solubilizar y conservar en
agua las propiedades fotoquimicas y resistencia a fatiga de los DHAOSs, el compromiso del
tamafio de la sonda no resultaria tan grave para ciertas aplicaciones, dadas las excepcionales

propiedades de los fluor6foros.
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7.3 Acerca del concepto de multiples activaciones

Una de las motivaciones principales de esta tesis fue poder crear nuevas sondas fluorescentes
basadas en los DHAOs cuyas propiedades fotoquimicas permitieran desarrollar metodologias
microscéopicas que aumentaran la resolucién, no mediante desarrollos fisicos u dpticos sino
especificamente mediante la modulacién quimica de la emisién de los fluoréforos. Es
decir, que las mismas propiedades de los fluoréforos determinaran la resolucién sin requerir
grandes modificaciones instrumentales ni manipulacién posterior de los datos. La propuesta
de mudltiples activaciones desarrollada cumple este objetivo, tedricamente aumentando la
resolucién en las tres dimensiones. Particularmente el aumento de la resolucién axial es de
interés, ya que actualmente las técnicas que mayor resolucién alcanzan fallan en este tercer

eje.

Mientras el fluor6foro propuesto (73) presenta una fotoquimica compleja, la sintesis es
relativamente sencilla, dado que la mayoria de las reacciones estin establecidas previamente.
Se intentd sintetizar este compuesto, una vez definido el mismo mediante las simulaciones
que el comportamiento seria el requerido, pero debido a restricciones temporales no se logréd
obtener. En particular, son dos los pasos de reaccién a resolver para lograr su sintesis (Esquema

7.2): la metoxilacién del benzotiofeno y su posterior iodacién. El compuesto 74 se podria

17 74 75

Esquema 7.2: Sintesis a resolver del precursor 75.

obtener mediante una reaccién organolitica del benzotiofeno con butillitio, seguida de una
iodacion para instalar un buen grupo saliente en la posicion 2 del heteroanillo. Luego se
reemplazaria el iodo con un grupo metoxi mediante una sustituciéon nucleofilica. El siguiente
paso para generar el compuesto 75 procederia en condiciones mas suaves que la iodacion
utilizada normalmente en esta tesis, con precursores con grupos metilo o etilo en la posicién 2,
debido al caracter activante del grupo metoxi. Una vez establecidas estas reacciones, la sintesis
del resto del fotocrémico doble seria idéntica a aquella descrita en la Seccidn 5.2 del Capitulo
5.

Al igual que todos los DHAOs en general, el compuesto doble 73 seria altamente insoluble
en agua, y las propiedades fotoquimicas también serfan incompatibles con el agua en caso

de solubilizar con grupos hidrofilicos el mismo. Habria que aplicar la estrategia de inclusién
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en una cavidad protéica a este fluoréforo con tal de solubilizar y conservar las propiedades
del mismo en medios acuosos. Es importante notar que las dimensiones del compuesto
73 son grandes, a pesar de usar un espaciador aminoacidico corto entre las dos unidades
de diheteroariletenos. De solubilizar con proteinas este fluor6foro, se obtendria una sonda
con dimensiones cercanas a los 10 nm - un tamafio comparable con las nanoparticulas
fluorescentes, y un factor més a considerar al utilizarlo como sonda. Sin embargo, de la
misma manera que los DHAOs individuales (Capitulo 6), el compuesto se podria aprovechar
en condiciones no-acuosas (adicionando un grupo conjugable) sin la necesidad de alterar o

complementar su estructura.

El préximo paso en el desarrollo de este concepto es la sintesis del compuesto 73, la
verificaciéon de su comportamiento fotoquimico en solucién y luego la evaluacion del concepto
de multiple activacién bajo el microscopio. La metodologia detallada en la Seccién 5.5
describe el experimento basico de irradiacidn y deteccidn, y se requeriria finalmente un anélisis
de las imdgenes producidas para comprobar el aumento de resolucién en los tres ejes. Esta
serie de experimentos constituiria el «proof of concept», la prueba del concepto, de multiples

activaciones como técnica de super-resolucion.

7.4 Acerca de las aplicaciones bioldgicas

Las posibles aplicaciones bioldgicas de los DHAOs se definieron recién al finalizar el
estudio de sus propiedades espectrofotométricas y su solubilizacién (Capitulos 2 y 4). El
descubrimiento de la solvatocromicidad del DHAO 14 abri6 la puerta a aplicaciones que
aprovechen la capacidad de sensado de polaridad de este fluor6foro, mientras que los intentos
frustrados de solubilizacién con conservacion de la fotoquimica de los DHAOs limitaron las

aplicaciones immediatas a métodos no-acuosos.

Aunque se requieren mds estudios de agregaciéon de la «-sinucleina con la sonda
solvatocrémica para discernir los cambios en polaridad que se detectan en cada posicion de la
proteina en cada momento de la agregacion, los experimentos detallados en el Capitulo 6 son un
punto de partida s6lido que motivan la realizacién de experimentos futuros. Adicionalmente,
existen otras proteinas que sufren procesos de agregacion similares que también se podrian
estudiar con esta misma sonda, asi como otros fendmenos biolégicos que involucran cambios
en polaridad local (integracidn y transporte en membranas, por ejemplo). El color de la emision
agrega una dimensién mds a la informacién microscépica, al igual que el tiempo de vida
media del fluoréforo, y sumado a la fotoactivacién del DHAO se pueden postular experimentos

interesantes que combinen y aprovechen todas estas propiedades.
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El uso de los DHAOs como sondas fotoconvertibles en muestras de neuronas es, segin
la literatura explorada, el primer ejemplo de la aplicacién de los fluoréforos en muestras
bioldgicas bajo el microscopio. Se comprobé que en condiciones no-acuosas (células fijadas
y embebidas en medios poliméricos de montaje) y conjugadas a estructuras celulares los
DHAOs fotoconvierten de manera esperada, obteniéndose buenas imdgenes del citoesqueleto
de las neuronas. Adicionalmente, se demostré la capacidad del PAM para fotoconvertir
selectivamente los fluoréforos segtin su ubicacidn espacial, modulando de esta manera el grado
de fotoconversion de regiones de la muestra. Nuevamente, los experimentos presentados son
apenas un puntapié para el desarrollo de estas técnicas. Inclusive el aumento en resolucién
que se consigue en las imdgenes obtenidas se debe hasta el momento a las capacidades
del PAM, y no a la fotomodulacién del DHAO. Sin embargo, la fotoconversién simple y
répida de los DHAOs en las muestras permite extrapolar las conclusiones, e inferir sobre la
capacidad de los DHAOs de servir como sondas fluorescentes en técnicas similares al PALM,
con fotoconversién sin fotodegradacion, o al STORM, con fotomodulacién de la emisién en

vez de espontdnea.

La aplicacién exitosa de los DHAOs en la microscopia celular cumple el objetivo original
de la tesis - la creacién de sondas adecuadas para técnicas modernas de microscopia de
fluorescencia. La propuesta de una nueva estrategia para aumentar la resolucién mediante
multiples activaciones de un compuesto doble ofrece, ademds, una metodologia para
lograr super-resolucion en tres dimensiones Unicamente en base a las propiedades de los
diheteroariletenos. El estudio de la solubilizacién provee un marco experimental para definir
las éreas de utilidad de las sondas actuales, mientras que la optimizacién de las propiedades
espectrofotométricas aporta una base de razonamiento para el disefio de nuevas sondas con
propiedades fotoquimicas apropiadas para cada aplicacién. En su conjunto, la investigacién
realizada en esta tesis contribuye sustancialmente al conocimiento actual de los DHAOs y su

aplicacion como sondas fluorescentes en microscopia de fluorescencia.
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7.5 Reflexiones generales

Quisiera aprovechar este Capitulo de Conclusiones para agregar unas reflexiones generales

propias sobre los afios que inverti en este trabajo de doctorado.

Considero que la formacién de un doctorado no incluye tnicamente los componentes
académicos y cientificos, sino que ademds conlleva un crecimiento y aprendizaje personal que
complementa estos aspectos. Durante los cuatro o cinco afios de doctorado, los estudiantes
aprendemos entre otras cosas a realizar buisquedas bibliograficas, a generar propuestas
respaldadas por los antecedentes, a elegir los experimentos adecuados para comprobar las
hipétesis, a evaluar criticamente los métodos y los resultados, y a razonar los éxitos y los
fracasos dentro del marco tedrico y experimental. Pero también aprendemos a planificar los
tiempos, a optimizar la designacién de recursos, a trabajar bajo y libre de presién, a encontrar
y generar motivacién propia, y a trabajar en equipo. Adquirimos experiencia en el andlisis
riguroso de datos, en el debate entre colegas y en la presentacién de resultados, y desarrollamos
la disciplina y la persistencia necesaria para llevar a cabo un proyecto de comienzo a fin.
Creo que estas cualidades convierten al Doctor en Ciencias en un profesional valioso mas
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Apéndice A

Sintesis y Caracterizacion

A.1 Sintesis

Procedimientos generales

Todos los solventes y reactivos se adquirieron de proveedores comerciales y se utilizaron sin
purificacién previa. Los dcidos borénicos se obtuvieron de Combi-Blocks Inc. Cromatografia
en columna se realizé con silica gel (Merck Silica 60, tamafio de particula 0,040-0,063 mm;
Merck Silica 60, mesh 230-400; o Sigma Aldrich C18 fase reversa, tamafio de particula
0,040-0,063 mm). Los espectros de RMN se adquirieron en los solventes deuterados indicados
en espectrometros: Agilent 200-MR, Varian Inova 500 MHz y Bruker Fourier 300. El
solvente deuterado residual se usé6 como estandar interno. Espectros de masa de alta
resolucion se obtuvieron con: ESI-HRMS microTOF de Bruker Daltronik GmbH; y Waters
UPLC-ESI-HRMS.

2-metil-3-iodobenzotiofeno (6):

En un balén de 250 mL se mezclaron 20 mmol (3 g) de
2-metilbenzotiofeno (5), 60 mL 4cido acético glacial, 12 mL H,O
destilada, 1,8 mL H,SO4 concentrado, 10 mmol (2,5 g) I, y 4 mmol
(0,9 g) H510¢. La mezcla se agité a temperatura ambiente y fue
evaluada por CCD con ciclohexano. Al cabo de 4 hs se neutralizé lentamente el I, en exceso
con NaHSOs (ss) y NaOH (s) hasta que se torné incolora la solucién. Se utilizé un bafio de
hielo si la temperatura de la solucién aumentaba en exceso. La mezcla luego se filtré a presién
negativa con un embudo de vidrio fritado. Las aguas madres se extrayeron repetidas veces
con CH,Cl, y AcOEt y el solvente orgdnico se evapord. Los sélidos se lavaron con H,O y
se recristalizaron de MeOH:H,;O 9:1. Los cristales blancos se filtraron, lavaron con H;O y

secaron a vacio. Rendimiento 90%.

1,2-Bis(2-metil-1-benzotiofen-3-il)perfluorociclopenteno (1):
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En un balén de 250 mL seco con un buzo magnético seco se

mezclaron 10 mmol (2,7 g) 6 seco y 90 mL. THF anhidro. Se tap6

con un septum de goma y se estabilizé a -78°C en un bafio de hielo
seco en acetona en atmoésfera de Ar. Se agregd 11,5 mmol (750 mg)
de n-butillitio 1,6 M en hexano lentamente y se dejé reaccionar durante 1 h. La cantidad
de 6 no reaccionado se evalué mediante CCD en ciclohexano y cuando no habia rastro de
reactivo se adiciond 5 mmol (0,66 mL) de perfluorociclopenteno (7) lentamente. El color de la
solucién cambi6 de amarillo a naranja. Se dej6 reaccionar durante 1.5 hs y se dejé estabilizar
a temperatura ambiente. Se neutraliz6 con HCl 1 M y se extrajo con THF. La fase orgdnica se
lavé con NaCl (ss), se secd con NapSOy (s), se filtrd y se evaporé el solvente. El producto se
purificé por cromatografia en columna con ciclohexano para dar un rendimiento de 50%. El

producto fotocrémico se detecta facilmente en CCD.

1,2-Bis(2-metil-1-benzotiofen-1,1-diéxido-3-il)perfluorociclopenteno (2):

En un balén de 250 mL se mezclaron 2,5 mmol (1,2 g) de 1y 59
mL &cido acético glacial. La mezcla se reflujé a 110°C durante 30
min y luego se agregé 6,8 mL H,O, 50% m/m en agua. La reaccién

se evalué por CCD en ciclohexano:AcOEt 9:1, y cuando no qued6

reactivo se virtié sobre agua helada y se filtré cuidadosamente el
precipitado con un embudo de vidrio fritado y papel de filtro. Las
aguas madres se extrayeron con CH,Cl,, la fase organica se evapord y se secaron los sélidos

juntos. Rendimiento 80%.

'"H NMR (400 MHz, CDCl) § 7.76-7.72 (dd, 2H), 7.60 (m, 2H), 7.45 (m, 2H), 7.16-7.14 (d,
2H), 2.20 (s, 3H, ap), 2.06 (s, 3H, p), 1.82 (s, cerrado).

1,2-Bis(2-metil-6-iodo-1-benzotiofen-1,1-dioxido-3-il)perfluorociclopenteno (8):

En un balén de 250 mL se mezclaron 5,5 mmol (2,9 g) de 2y 97 mL
de H,SOy4 concentrado con un buzo magnético y se agité la mezcla
en un bafio de hielo/agua/NaCl a -10°C durante 15 min. Luego

se adicionaron 11 mmol (2,8 g) I, y 6,2 mmol (1,4 g) HsIO¢ y la
mezcla se agité durante 2 hs. La reaccion se evalué mediante CCD
en ciclohexano:AcOEt 7:3 y cuando se consumi6 todo el reactivo se
virtié la solucién en una solucién fria de NaHSOs3 (ss) para neutralizar el I, excedente, y se
extrajo con CH,Cl,. La fase orgédnica se lavé con NaHSOj3 (ss), NaHCOs3 (ss) y HyO, se secod

con Na;SOy y se evapord a vacio. El producto amarillo se obtuvo con un rendimiento de 100%.
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Isémero abierto: 'H NMR (400 MHz, CDCl3) § 8.08-8.03 (d, 2H), 7.95-7.94 (d, 2H),
7.81-7.79 (d, 2H), 6.88-6.81 (dd, 2H), 2.16 (s, 3H, ap), 2.00 (s, 3H p).

Isémero cerrado: '"H NMR (400 MHz, CDCl3) § 8.32 (d, 2H), 8.16-8.13 (dd, 2H), 7.93-7.91
(d, 2H), 1.81 (s, 6H).

Procedimiento general de acoplamiento Suzuki 1:

En un balén de 25 mL se mezclaron 0,13 mmol (1 eq) de 8, 0,52 mmol (4 eq) dcido borénico
y 7 mL THF. La mezcla amarilla se agita hasta disolucién de todos los reactivos. Luego se
agregan, en orden: 0,026 mmol (0,2 eq) de Pd,(bda)s, 0,064 mmol (0,5 eq) de P(CcHy1)3 y
7 mL (0,4 eq) de K,COj3 (ss). La solucién se torna rojo oscuro y la velocidad de agitacién
se aumenta para favorecer el mezclado de las dos fases. La reaccién se evaliia mediante CCD
en la mezcla de ciclohexano:AcOEt correspondiente (gradiente de 9:1 a 6:4, generalmente) y
al consumirse todo el reactivo se corta con HCl 1M. La mezcla de productos se extrae con
CH,Cl,, se seca con Nap,SO4 y se evapora a vacio. El producto deseado es purificado con

cromatografia en columna.

Procedimiento general de acoplamiento Suzuki 2 (optimizado):

En un balén de 25 mL se mezclaron 0,25 mmol (1 eq) de 8, 1 mmol (4 eq) 4cido bordénico, 4 mL
THF y 3 mL EtOH. La mezcla amarilla se agita hasta disolucion de todos los reactivos. Luego
se agregan, en orden: 0,001 mmol (0,005 eq) de Pd(OAc);, 0,51 mmol (2 eq) de K,CO3 y 2
mL H,O. La solucién se torna lentamente rojo oscuro y la velocidad de agitacién se aumenta
para favorecer el mezclado de las dos fases. La reaccion se evalia mediante CCD en la mezcla
de ciclohexano:AcOEt correspondiente (gradiente de 9:1 a 6:4, generalmente) y al consumirse
todo el reactivo se corta con HCl 1M y NaCl (ss). La mezcla de productos se extrae con
CH,Cl,, se seca con Nay;SO, y se evapora a vacio. El producto deseado es purificado con

cromatografia en columna.

1,2-Bis(2-metil-6-(4-cianofenil)-1-benzotiofen-1,1-dioxido-3-il)perfluorociclopenteno (9):

Procedimiento Suzuki 2 con 4cido 4-cianofenilborénico. Rendimiento 87%. 'H NMR (400
MHz, CDCl3) 6 7.97-7.94 (d, 2H), 7.82-7.74 (m, 6H), 7.70-7.60 (m, 4H), 7.28-7.26 (d,
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2H), 2.26 (s, 2,5H, ap), 2.13 (s, 3,5H, p), 1.90 (s, cerrado). 13C NMR: (ppm) & 144.24,
142.52, 142.42, 136.45, 133.35, 133.20, 132.69, 132.41, 128.14, 127.98, 127.87, 123.14,
121.74, 118.34, 113.07, 9.30. HRMS (ESI) calculado para C37H»9FsN,04S, [M-H] 733.0696,
encontrado: 733.0698 [M+Na]: 757.0661, encontrado: 757.0659.

1,2-Bis(2-metil-6-(4-formilfenil)-1-benzotiofen-1,1-di6xido-3-il)perfluorociclopenteno
(10):

Procedimiento Suzuki 2 con 4cido 4-formilfenilborénico. Rendimiento 64%. 'H NMR (400
MHz, CDCl3) 6 10.09-10.05 (2s, 2H), 8.02-7.95 (m, 5H), 7.87-7.85 (d, 2H), 7.76-7.66 (m,
5H), 7.29-7.27 (d, 2H), 2.26 (s, 2,5H, ap), 2.13 (s, 3,5H, p). '>*C NMR (101 MHz, CDCls)
0 191.62, 191.53, 190.88, 144.06, 143.12, 136.51, 136.36, 132.77, 132.51, 132.45, 130.81,
130.70, 128.16, 127.97, 127.86, 123.08, 12291, 121.84, 121.74, 116.05, 9.27. HRMS
(ESI) calculado para C37HyFO6S, [M+Na]: 763.0654, encontrado: 763.0650 [M+NH4]:
758.1100, encontrado: 758.1103 [M-H] 739.0689, encontrado: 739.0689.

1,2-Bis(2-metil-6-(4-N-metilaminocarbonilfenil)-1-benzotiofen-1,1-diéxido-3-il)

perfluorociclopenteno (11):

Procedimiento Suzuki 1 con acido 4-N-metilaminocarbonilfenilborénico. Rendimiento 44%.
'H NMR (400 MHz, CDCl3) § 7.98-7.82 (m, 7H), 7.65-7.63 (m, 3H), 7.55-7.53 (d, 2H),
7.26-7.24 (d, 2H), 6.24 (m, 2H), 3.04 (m, 6H), 2.24 (s, 2,8H, ap), 2.12 (s, 3,2H, p),
1.90 (cerrado).'3C NMR (101 MHz, CDCl3) § 167.47, 136.27, 135.15, 132.53, 129.83,
128.16, 127.98, 127.66, 127.46, 127.35, 123.03, 121.66, 121.51, 27.10, 9.23. HRMS (ESI)
calculado para C39H,gFsN2OgSo [M+H]: 799.1362, encontrado: 799.1366 [M+Na]: 821.1186,
encontrado: 821.1185.

1,2-Bis(2-metil-6-(4-metanosulfonilaminometilfenil)-1-benzotiofen-1,1-diéxido-3-il)-
perfluorociclopenteno (12):
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Procedimiento Suzuki 1 con acido 4-metanosulfonilaminometilfenilborénico. Rendimiento
28%. '"H NMR (400 MHz, CDCl3) § 7.91-7.83 (d, 2H), 7.80-7.78 (s, 1H), 7.60-7.53 (m,
3H), 7.46-7.36 (m, 6H), 7.25-7.23 (d, 2H), 5.19-5.07 (2t, 2H), 4.36-4.29 (2d, 4H), 2.90-2.88
(2s, 6H), 2.22 (s, 3H, ap), 2.10 (s, 3H, p), 1.88 (cerrado). '3C NMR (101 MHz, CDCl3)
0 143.97, 143.78, 143.53, 143.38, 138.20, 138.08, 137.72, 137.50, 136.05, 132.31, 131.99,
128.99, 128.84, 128.72, 128.35, 128.17, 127.84, 127.63, 127.48, 123.96, 123.11, 121.40,
121.12, 46.74, 46.63, 41.21, 41.09, 29.38, 27.03, 9.14, 8.97. HRMS (ESI) calculado para
C39H3,FgN>O0gS4 [M+Na]: 921.0835, encontrado: 921.0838.

1,2-Bis(2-metil-6-(4-etinilfenil)-1-benzotiofen-1,1-diéxido-3-il)perfluorociclopenteno
13):

Procedimiento Suzuki 2 con dcido 4-etinilfenilborénico. Rendimiento 67%. "H NMR (400
MHz, CDCl3) 6 7.97-7.92 (d, 2H), 7.81-7.78 (d, 1H), 7.62-7.46 (m, 9H), 7.24-7.22 (d, 2H),
3.19-3.17 (d, 2H), 2.24 (s, 2,8H, ap), 2.11 (2, 3,2H, p). '3C NMR (101 MHz, CDCl;) §
143.67, 136.27, 133.31, 133.14, 132.31, 132.06, 128.41, 127.34, 127.16, 127.08, 123.89,
123.16, 122.98, 121.53, 121.40, 121.30, 82.95, 79.69, 79.21, 9.21. HRMS (ESI) calculado
para C3zgH» Fs04S, [M-H] 731.0791, encontrado: 731.0787 [M+Na]: 755.0756, encontrado:
755.0751.

1,2-Bis(2-metil-6-(4-(2-bromoetoxi)fenil)-1-benzotiofen-1,1-diéxido-3-il)

perfluorociclopenteno (14):

Procedimiento Suzuki 1 con 4cido 4-(2-bromoetoxi)fenilborénico. Rendimiento 26%. 'H
NMR (400 MHz, CDCl3) 6 7.93-7.87 (d, 2H), 7.76-7.74 (d, 1H), 7.60- 7.58 (d, 1H), 7.54-7.44
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(dd, 4H), 7.21-7.19 (d, 2H), 7.03-6.96 (dd, 4H), 4.37-4.31 (m, 4H), 3.69-3.63 (m, 4H), 2.23 (s,
2,8H, ap), 2.09 (s, 3,2H p), 1.89 (cerrado). '3C NMR (101 MHz, CDCl3) § 159.07, 144.03,
143.79, 143.62, 142.95, 136.13, 131.70, 131.45, 131.24, 128.56, 128.49, 127.68, 127.48,
123.98, 122.91, 121.05, 120.91, 115.75, 115.59, 68.09, 31.05, 27.05, 9.10, 8.99. HRMS (ESI)
calculado para C3gHgBroFsOsS,> [M+Na]: 952.9469, encontrado: 952.9473.

2-etilbenzotiofeno (18):

En un balén de 100 mL seco con un buzo magnético seco se
mezclaron 7,5 mmol (1 g) benzotiofeno (17) y 12 mL THF anhidro.
El balén se tapd con un septum de goma y se enfrié a -78°C en un
bafio de hielo seco en acetona en atmdsfera de Ar. Luego se adicion6
12 mmol (1,1 mL) n-butillitio 1,6 M en hexano lentamente y la solucién se agité a -78°C
durante 1 h. La cantidad de (17) sin reaccionar se evalué por CCD en ciclohexano. Cuando
todo el reactivo se consumi6 se agregd 14,9 mmol (1,1 mL) de bromoetano lentamente y se
dejo reaccionar 1 h. Luego la mezcla se llevé a temperatura ambiente y se cort6 la reaccion
con HCI 1 M. Se extrajo el producto con THEF, se lavé la fase orgdnica con NaCl (ss), se seco

con Na;SOy y se evaporo el solvente.

2-etil-3-iodobenzotiofeno (19):

En un balén de 100 mL se mezclaron 6,2 mmol (1 g) de 18, 18

N ! mL de 4cido acético glacial, 4 mL de H,O, 0,5 mL de H,SOq4, 3

s mmol (0,78 g) I, y 1,2 mmol (0,28 g) HsIOg. La mezcla se agité a
temperatura ambiente durante 5 hs. La reaccién se evalué mediante

CCD en ciclohexano. Cuando el reactivo se consumio, la reaccion se corté con NaHSO3 (ss)
hasta que la solucién se volvi6 incolora, y se neutraliz6 con NaOH (s). Se filtr6 el precipitado y
se lavé con H;O, y luego se recristalizé de MeOH:H;O 9:1. Los cristales blancos se filtraron,

lavaron con H,O y secaron a vacio.

1,2-Bis(2-etil-1-benzotiofen-3-il)perfluorociclopenteno (20):

En un balén de 250 mL seco con un buzo magnético seco se
mezclaron 3,65 mmol (1 g) 19 seco y 32 mL THF anhidro. Se
tap6 con un septum de goma y se estabilizé a -78°C en un bafio de

hielo seco en acetona en atmésfera de Ar. Se agregd 4,1 mmol (270

mg) de n-butillitio 1,6 M en hexano lentamente y se dejé reaccionar

durante 1 h. La cantidad de 19 no reaccionado se evalué mediante
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CCD en ciclohexano y cuando no habia rastro de reactivo se adicioné 1,8 mmol (0,24 mL) de
perfluorociclopenteno (7) lentamente. El color de la solucién cambi6 de amarillo a naranja. Se
dejo reaccionar durante 1.5 hs y se dejo estabilizar a temperatura ambiente. Se neutralizé con
HCI1 1 My se extrajo con THF. La fase organica se lavé con NaCl (ss), se sec6 con Nay SOy (s),
se filtré y se evapor6 el solvente. El producto se purificé por cromatografia en columna con
ciclohexano para dar un rendimiento de 50%. El producto fotocrémico se detecta facilmente
en CCD.

1,2-Bis(2-metil-1-benzotiofen-1,1-dioxido-3-il)perfluorociclopenteno (21):

En un bal6n de 250 mL se mezclaron 2 mmol (1 g) de 20 y 46 mL
dcido acético glacial. La mezcla se refluj6 a 110°C durante 30 min
y luego se agreg6 5,3 mL H>O, 50% m/m en agua. La reaccion
se evalué por CCD en ciclohexano:AcOEt 9:1, y cuando no quedé

reactivo se virtié sobre agua helada y se filtré cuidadosamente el
precipitado con un embudo de vidrio fritado y papel de filtro. Las
aguas madres se extrayeron con CH;Cl,, la fase orgdnica se evapord y se secaron los sélidos

juntos. Rendimiento 90%.

1,2-Bis(2-metil-6-iodo-1-benzotiofen-1,1-diéxido-3-il)perfluorociclopenteno (16):

En un balén de 250 mL se mezclaron 5,5 mmol (2,9 g) de 21 y
97 mL de H,SO4 concentrado con un buzo magnético y se agitd
la mezcla en un bafio de hielo/agua/NaCl a -10°C durante 15 min.

Luego se adicionaron 11 mmol (2,8 g) I, y 6,2 mmol (1,4 g) HsIOg y

la mezcla se agit6 durante 2 hs. La reaccién se evalué mediante CCD
en ciclohexano:AcOEt 7:3 y cuando se consumi6 todo el reactivo se
virti6 la solucién en una solucién fria de NaHSOj3 (ss) para neutralizar el I, excedente, y se
extrajo con CH,Cl, y AcOEt. La fase organica se lavé con NaHSOj3 (ss), NaHCOj3 (ss) y H,O,
se sec6 con NapSQy y se evaporé a vacio. El producto amarillo se obtuvo con un rendimiento
de 100%. 'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 8.06-8.06 (d, 1H), 8.01-8.00 (d, 1H), 7.96-7.93 (dd,
1H), 7.80-7.77 (dd, 1H), 6.92-6.90 (d, 1H), 6.81-6.79 (d, 1H), 2.59-2.33 (m, 4H), 1.38 (t, 2,4H,
ap), 1.06 (t, 3,6H, p). '*C NMR (101 MHz, CDCl3) § 148.60, 148.11, 142.90, 142.56, 137.05,
131.48, 131.44, 128.92, 128.79, 124.01, 123.61, 122.97, 122.82, 96.57, 96.53, 32.08, 27.07,
22.85,19.39, 19.23, 14.27, 11.85, 11.62. [M+Na]: 834.8381, encontrado: 834.8458.

1,2-Bis(2-metil-6-(4-(2-propinilamino)carbonilfenil)-1-benzotiofen-1,1-diéxido-3-il)-

perfluorociclopenteno (22):
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o ()~ 4
\\\/NH oo oo HN/

Procedimiento Suzuki 2 con 8 y 4cido 4-(2-propinilamino)carbonilfenilborénico. Pd(AcO),
agregado en 4 fracciones. Rendimiento 10%. 'H NMR (400 MHz, CDCl3) § 7.97-7.83 (m,
7H), 7.65-7.52 (m, 5H), 7.27-7.25 (d, 1H), 6.9216.86 (dd, 1H), 6.68-6.62 (m, 2H), 4.28 (m,
4H), 2.24 (s, 3,5H, ap), 2.11 (s, 2,5H, p), 1.89 (cerrado). '3C NMR (101 MHz, CDCl3) §
166.48, 143.33, 136.21, 134.18, 132.58, 132.34, 129.17, 129.04, 128.94, 128.39, 128.26,
128.21, 127.86, 127.66, 127.53, 127.49, 127.47, 127.40, 127.35, 123.02, 121.65, 121.46,
115.55, 79.44, 72.14, 32.04, 30.00, 29.78, 29.48, 29.37, 22.81, 9.21. [M+H]: 847.1371,
encontrado: 847.1382 [M+Na]: 869.1191, encontrado: 869.1196.

3-{3,3,4,4,5,5-Hexafluoro-2-(4-iodo-8-methyl-7,7-dioxo-7-thiabicyclo[4.3.0]nona-1,3,5,8
tetraen-9-yl)-1-cyclopenten-1-yl}-2-methyl-6-{p-[(2-propynylamino)carbonyl]phenyl}-1
thia-1,1-indenedione (27):

Producto secundario de procedimiento Suzuki 2 con 8 y dcido 4-(2-propinilamino)
carbonilfenilborénico. Pd(AcO), agregado en 4 fracciones. Rendimiento 20%. 'H NMR
(400 MHz, CDCl3) 6 8.07-7.91 (m, 3H), 7.81-7.57 (m, 4H), 7.45 (m, 1H), 7.16-7.14 (m, 1H),
6.91-6.89 (m, 1H), 6.36 (m, 1H), 4.30-4.28 (m, 2H), 2.20 (s, 3H, ap), 2.06 (s, 3H, p). 3*C NMR
(101 MHz, CDCl3) 6 171.29, 166.32, 143.19, 142.95, 136.62, 136.29, 135.28, 134.22, 133.99,
133.71, 132.56, 132.37, 131.77, 131.67, 130.98, 130.80, 128.18, 127.52, 123.64, 122.92,
122.75, 122.55, 121.66, 79.38, 72.30, 60.54, 21.20, 14.35, 9.14, 9.02. [M+H]: 815.9810,
encontrado: 815.5120 [M+Na]: 837.9630, encontrado: 837.9638.

1,2-Bis(2-etil-6-(4-(2-propinilamino)carbonilfenil)-1-benzotiofen-1,1-diéxido-3-il)
perfluorociclopenteno (15):
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Procedimiento Suzuki 2 con 16 y 4cido 4-(2-propinilamino)-carbonilfenilborénico. Pd(AcO),
agregado en 4 fracciones. Rendimiento 33%. "H NMR (400 MHz, CDCl3) § 7.97-7.88 (m,
5H), 7.78-7.76 (d, 1H), 7.69-7.65 (m, 4H), 7.55-7.53 (d, 1H), 7.30-7.28 (dd, 2H), 6.88-6.86
(d, 1H), 6.51-6.44 (2m, 2H), 4.30-4.28 (m, 4H), 2.68-2.32 (m, 4H), 1.28-1.24 (t, 3,4H, ap),
1.14-1.11 (t, 2,6H, p). '>*CNMR (101 MHz, CDCl3) § 166.50, 148.70, 146.04, 143.27, 143.11,
141.39, 136.72, 134.74, 134.13, 132.53, 132.17, 129.22, 128.36, 128.20, 128.16, 127.86,
127.73, 127.57, 127.51, 127.42, 123.34, 121.28, 121.00, 115.61, 79.74, 79.36, 77.36, 72.32,
72.00, 29.40, 27.06, 19.41, 12.06, 11.83, 10.37. [M+Na]: 897.1504, encontrado: 897.1514.

2-Ethyl-3-{2-(8-ethyl-4-iodo-7,7-dioxo-7-thiabicyclo[4.3.0]nona-1,3,5,8-tetraen-9-yl)-
3,3,4,4,5,5-hexafluoro-1-cyclopenten-1-yl}-6-{p-[(2-propynylamino)carbonyl]phenyl}-
1-thia-1,1-indenedione (28):

Producto secundario de procedimiento Suzuki 2 con 16 y dcido 4-(2-propinilamino)-
carbonilfenilborénico. Pd(AcO), agregado en 4 fracciones. Rendimiento 55%. 'H NMR
(400 MHz, CDCl3) 6 7.93-7.89 (m, 3H), 7.84-7.76 (m, 2H), 7.65-7.58 (m, 3H), 7.28-7.17 (dd,
1H), 6.95-6.91 (t, 1H), 6.64 (m, 1H), 4.27 (m, 2H), 2.66-2.49 (m, 3H), 2.43-2.35 (m, 1H),
1.09-1.03 (3t, 6H).'>C NMR (101 MHz, CDCl3) § 166.40, 143.27, 142.91, 142.59, 141.23,
141.21, 136.98, 136.68, 136.66, 134.19, 134.15, 132.50, 132.21, 131.36, 131.29, 128.93,
128.40, 128.23, 128.18, 127.62, 127.41, 121.28, 121.23, 96.48, 96.45, 79.47, 72.12, 32.04,
31.89, 31.53, 29.98, 29.47, 22.80, 19.32, 19.24, 14.23, 11.76, 11.60. [M+Na]: 865.9943,
encontrado: 865.9982.

3,4,5,6-Tetraacetoxitetrahidro-2H-piran-2-il)metil acetato (23):

En un balén de 25 mL se mezclaron intimamente 5,5 mmol (1 g) de

A0 O onc glucosa (26) y 6,6 mmol (0,55 g) de NaOAc. Se agregdé 55 mmol
m (5,2 mL) anhidrido acético y se refluj6 la mezcla durante 2 hs. La
reaccioén se cortd volcando la mezcla sobre hielo y el precipitado
se filtr6 y purificé por recristalizacién con MeOH. Rendimiento 43%. 'H NMR (400 MHz,
DMSO) 6 6.17 (d, a), 5.97 (d, 1H B), 5.44 (t, IH B), 5.34 (t, ), 5.08 (t, @), 5.02 (dd, ),
496 (t, 1H, B), 4.92 (dd, 1H, B), 4.22 (dd, ), 4.20 (dd, 1H, ), 4.17 (d, 1H, B), 4.15 (d, ),
4.02 (dd, ), 3.99 (dd, 1H B), 2.18 (s, @), 2.07 (s, 3H, B), 2.01 (s, o), 2.01 (s, 3H, B), 2.00
(s, 3H, B), 2.00 (s, &), 1.99 (s, 3H, B), 1.98 (s, @), 1.94 (s, 3H, B). '3C NMR (101 MHz,
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DMSO) 8 169.96, 169.46, 169.22, 169.07, 168.72, 90.78, 71.71, 71.33, 70.03, 67.63, 61.42,
20.47, 20.36, 20.56.

3,4,5-Triacetoxi-6-bromotetrahidro-2H-piran-2-il)metil acetato (24):

En un balén de 100 mL se disolvié 2,6 mmol (1 g) de 23 en 7,5 mL
Brj:rmc CH,Cl, y se agregd 33 mmol (2,7 g, 6 mL) de HBr en AcOH. La
(@)

AcO
OAc

Ac reaccion se evaludé mediante CCD con AcOEt:éter 1:1. Cuando se

consumio6 todo el reactivo se extrajo el producto de CH,Cl,/H,O y
la fase acuosa se lavé con CH,Cl,. La fase orgdnica se lavé con NaHCOs3, NaCl (ss) y H,O,
se secd con NapSOy y se evapord a vacio. Se recristalizé el producto de AcOEt/éter para dar
un rendimiento de 86%. 'H NMR (400 MHz, CD;0D) § 6.74 (d, 1H), 5.52 (t, 1H), 5.18 (t,
1H), 4.92 (dd, 1H), 4.34 (m, 2H), 4.13 (d, 1H), 2.07 (s, 3H), 2.06 (s, 3H), 2.04 (s, 3H), 2.02
(s, 3H). 3C NMR (101 MHz, CD;0D) § 172.14, 171.48, 171.05, 88.74, 73.70, 71.84, 71.58,
68.57, 62.41, 30.67, 20.52, 20.49, 20.43.

3,4,5-Triacetoxi-6-azidotetrahidro-2H-piran-2-il)metil acetato (25):

En un balén de 100 mL se suspendieron 2,2 mmol (880 mg) de 24
Na O onc y 6,7 mmol (440 mg) de NaN3 en 14 mL DMF anhidro. Se agit6 la
j/\ro mezcla a 50°C durante 1,5 hs y se evalud la reaccién mediante CCD
con AcOEt:éter 1:1. Cuando se consumi6 todo el reactivo el solvente
se evapord y el residuo se disolvié en CHCl3 y se lavé con H,O, NaHCOj3 (ss) y NaCl (ss), se
seco con Nap SOy y se evapord al vacio. La masa cruda se lavé con Et,O para dar el producto
con un rendimiento de 64%. '"H NMR (400 MHz, DMSO) § 5.32 (t, 1H), 5.14 (d, 1H), 4.98
(t, 1H), 4.82 (dd, 1H), 4.13 (m, 3H), 2.04 (s, 3H), 2.03(s, 3H), 1.99(s, 3H), 1.95(s, 3H). *C
NMR (101 MHz, DMSO) 6 170.00, 169.51, 169.22, 169.10, 86.21, 72.74, 71.76, 70.50, 67.74,
61.66, 20.48, 20.34, 20.58, 20.53. [M+Na]: 396.1019 encontrado: 396.1075.

Procedimiento general para reacciones tipo Click:

En un balén de 100 mL se disolvieron 0,5 mmol (1 eq) de alquino y 2 mmol (4 eq) de azida en
17 mL THF anhidro bajo atmésfera de Ny. Se agregaron a la suspensién 0,05 mmol (0,1 eq)
TBTA y 0,05 mmol (0,1 eq) Cu(MeCN)4.PF¢ disueltos en 8 mL MeOH. La mezcla se agitd
hasta que se consumi6 todo el reactivo, evaluado por CCD con el solvente correspondiente. Al
finalizar la reaccién, se evaporo el solvente y el producto se purificé mediante cromatografia

en columna con un gradiente de ciclohexano:AcOEt desde 9:1 a 3:7.
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[3,4,5-Triacetoxy-6-(4-{[p-(3-{3,3,4,4,5,5-hexafluoro-2-(4-iodo-8-methyl-7,7-dioxo-7-
thiabicyclo[4.3.0]nona-1,3,5,8-tetraen-9-yl)-1-cyclopenten-1-yl}-2-methyl-1-oxo-1-
thia-6-indenoyl)benzoylamino]methyl}-1H-1,2,3-triazol-1-yl)tetrahydro-2H-pyran-2-yl]
methyl acetate (29):

AcO

Procedimiento Click con 27 y 25. Rendimiento 60%. 'H NMR (400 MHz, CDCl3) § 8.33,
8.31, 8.23, 8.09, 8.07, 8.04, 7.98, 7.96, 7.94, 791, 7.83, 7.79, 7.77, 7.65, 7.63, 7.52, 7.50,
7.26, 7.24, 5.88, 5.86, 5.44, 543, 5.25, 4.77, 4.31, 4.28, 4.17, 4.14, 4.02, 2.23, 2.11, 2.08,
2.07, 2.07, 2.03, 2.02, 1.89, 1.87. 3C NMR (101 MHz, CDCl3) § 170.65, 170.08, 169.46,
169.04, 169.02, 166.73, 166.64, 146.43, 145.29, 143.04, 141.21, 140.66, 136.26, 135.04,
134.44, 133.55, 132.56, 132.25, 129.41, 129.23, 128.87, 128.68, 128.38, 128.20, 127.70,
127.48, 127.38, 127.32, 123.79, 123.03, 121.57, 121.26, 85.97, 77.36, 75.35, 72.74, 70.59,
67.78, 61.63, 35.63, 32.05, 29.84, 22.84, 20.84, 20.69, 20.67, 20.35, 20.34, 18.15, 14.27,9.23,
9.06. Espectros en dos dimensiones se aprecian hacia el final del Apéndice.

3-{3,3,4,4,5,5-Hexafluoro-2-(4-iodo-8-methyl-7,7-dioxo-7-thiabicyclo[4.3.0Jnona-
1,3,5,8-tetraen-9-yl)-1-cyclopenten-1-yl}-2-methyl-6-(p-{[({1-[3,4,5-trihydroxy-6-
(hydroxymethyl)tetrahydro-2H-pyran-2-yl]-1H-1,2,3-triazol-4-yl}methyl)amino]carbonyl}
phenyl)-1-thia-1,1-indenedione (32):

HO

En un balén de 10 mL se disolvié 0,025 mmol (30 mg) de 29 en 3,7 mL MeOH y se agregaron
0,1 mmol (13 mg) de K,CO3. Se agité la mezcla durante 20 min y se filtré rdpidamente
el K,COs3 para cortar la reaccion. El solvente se evapora y se purifica inmediatamente por
cromatografia en columna de fase reversa con HyO:MeOH 2:8 para rendir 45% producto. 'H
NMR (400 MHz, CD30D) & 8.55, 8.46, 8.40, 8.38, 8.34, 8.16, 8.15, 8.05, 8.03, 8.02, 8.01,
7.99, 7.98, 7.96, 7.86, 5.61, 5.59, 4.70, 3.89, 3.85, 3.71, 3.59, 3.56, 3.51, 3.40, 2.12, 1.82. 13C
NMR (101 MHz, CD30D) & 146.39, 129.57, 129.54, 129.38, 128.72, 128.39, 128.38, 128.24,
123.66, 89.62, 81.13, 78.47, 78.12, 74.02, 70.89, 62.38, 36.21, 30.78, 20.06, 11.92. Espectros
en dos dimensiones se aprecian hacia el final del Apéndice. [M+Na]: 1043.0328, encontrado:
1043.0325.
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[3,4,5-Triacetoxy-6-(4-{[p-(2-ethyl-3-{2-(8-ethyl-4-iodo-7,7-dioxo-7-thiabicyclo
[4.3.0]nona-1,3,5,8-tetraen-9-yl)-3,3,4,4,5,5-hexafluoro-1-cyclopenten-1-yl}-1-oxo-
1-thia-6-indenoyl)benzoylamino]methyl}-1H-1,2,3-triazol-1-yl)tetrahydro-2H-pyran-2-yl]
methyl acetate (30):

Procedimiento Click con 28 y 25. Rendimiento 70%. [M+Na]: 1239.1064, encontrado:

1239.1106. Producto utilizado directamente en la reaccién de desproteccion.

2-Ethyl-3-{2-(8-ethyl-4-iodo-7,7-dioxo-7-thiabicyclo[4.3.0]nona-1,3,5,8-tetraen-9-yl)-
3,3,4,4,5,5-hexafluoro-1-cyclopenten-1-yl}-6-(p-{[({1-[3,4,5-trihydroxy-6-
(hydroxymethyl)tetrahydro-2H-pyran-2-yl]-1H-1,2,3-triazol-4-yl}methyl)amino]
carbonyl}phenyl)-1-thia-1,1-indenedione (33):

En un balén de 10 mL se disolvié 0,021 mmol (30 mg) de 30 en 3 mL MeOH y se agregaron
0,08 mmol (11 mg) de K,CO3. Se agité la mezcla durante 20 min y se filtré rdpidamente
el K,COj3 para cortar la reaccidon. El solvente se evapora y se purifica inmediatamente por
cromatografia en columna de fase reversa con H,O:MeOH 2:8 para rendir 55% producto. 'H
NMR (400 MHz, CD3;0D) § 8.45, 8.39, 8.36, 8.32, 8.20, 8.14, 8.10, 8.05, 8.02, 8.00, 7.98,
7.95, 7.84, 7.82, 7.77, 7.74, 7.53, 7.46, 7.24, 5.61, 5.59, 4.69, 4.11, 4.09, 3.90, 3.89, 3.71,
3.56,3.56,3.51,2.66,2.63,2.47,2.45,2.44,2.32,2.30, 1.38, 1.36, 1.24. 3C NMR (101 MHz,
CD;0D) & 146.39, 129.57, 129.54, 129.38, 128.72, 128.39, 128.38, 128.24, 123.66, 89.62,
81.13, 78.47, 78.12, 74.02, 70.89, 62.38, 36.21, 30.78, 20.06, 11.92. [M+Na]: 1071.0641,
encontrado: 1071.0669.

[3,4,5-Triacetoxy-6-(4-{[p-(8-ethyl-9-{2-[2-ethyl-1-0x0-6-(p-{[({1-[3,4,5-triacetoxy-6-
(acetoxymethyl)tetrahydro-2H-pyran-2-yl]-1H-1,2,3-triazol-4-yl}methyl)amino]carbonyl}
phenyl)-1-thia-3-indenoyl]-3,3,4,4,5,5-hexafluoro-1-cyclopenten-1-yl}-7,7-dioxo-7-
thiabicyclo[4.3.0]nona-1,3,5,8-tetraen-4-yl)benzoylamino Jmethyl}-1H-1,2,3-triazol-1-yl)
tetrahydro-2H-pyran-2-ylJmethyl acetate (31):
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OAc

Procedimiento Click con 15 y 25. Rendimiento 70%. Producto utilizado directamente en la

reaccion de desproteccion.

2-Ethyl-3-{2-[8-ethyl-7,7-dioxo-4-(p-{[({1-[3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl)
tetrahydro-2H-pyran-2-yl]-1H-1,2,3-triazol-4-yl}methyl)amino]carbonyl}phenyl)-7-
thiabicyclo[4.3.0]nona-1,3,5,8-tetraen-9-yl]-3,3,4,4,5,5-hexafluoro-1-cyclopenten-1-yl}-
6-(p-{[({1-[3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl)tetrahydro-2H-pyran-2-yl]-1H-1,2,3-
triazol-4-yl}methyl)amino]carbonyl}phenyl)-1-thia-1,1-indenedione (34):

En un balén de 10 mL se disolvié 0,021 mmol (30 mg) de 31 en 3 mL MeOH y se agregaron
0,08 mmol (11 mg) de K,COs. Se agité la mezcla durante 20 min y se filtré rapidamente
el K,COj3 para cortar la reaccién. El solvente se evapora y se purifica inmediatamente por
cromatografia en columna de fase reversa con H,O:MeOH 2:8 para rendir 55% producto. 'H
NMR (400 MHz, CD3;CN) 6 8.36, 8.32, 8.32, 8.28, 8.24, 8.22, 8.14, 8.07, 7.96, 7.94, 7.89,
7.88, 7.87, 7.86, 7.81, 7.77, 7.77, 7.64, 7.50, 5.59, 5.57, 4.62, 3.88, 3.85, 3.83, 3.65, 3.56,
3.54,3.51,3.48, 3.44, 2.64,2.41, 2.33, 2.16, 1.85, 1.30, 1.06. '3C NMR (101 MHz, CD3CN)
0 169.79, 167.91, 145.29, 140.42, 134.79, 134.28, 128.50, 128.36, 128.27, 127.93, 127.59,
127.52, 127.27, 122.94, 92.84, 87.83, 79.22, 76.50, 72.47, 69.23, 60.83, 35.12, 31.77, 29.55,
29.48, 22.54,22.42, 13.62, 9.68. [M+Na]: 1307.2901, encontrado: 1307.2909.

p-[3-(2-{4-(p-Carboxyphenyl)-8-methyl-7,7-dioxo-7-thiabicyclo[4.3.0]nona-1,3,5,8-
tetraen-9-yl}-3,3,4,4,5,5-hexafluoro-1-cyclopenten-1-yl)-2-methyl-1-oxo-1-thia-6-
indenoyl]benzoic acid (35):
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Procedimiento Suzuki 2 con 8 y 4cido 4-carboxifenilborénico. Alicuotas de Pd(AcO), fueron
agregadas cada 15 min durante 2,5 hs. Purificado por cromatografia en columna con 1% v/v
AcOH. Rendimiento 26%. 'H NMR (400 MHz, CD3CN) & 8.11-8.03 (m, 6H), 7.93-7.80
(m, 4H), 7.71 (d, 2H), 7.52 (dd, 2H), 2.23 (s, 3,2H, ap), 2.12 (s, 2,8H, p). '*C NMR (101
MHz, CD;CN) 6 207.62, 172.64, 167.45, 167.41, 145.69, 145.24, 143.78, 143.63, 143.14,
136.69, 134.19, 134.00, 131.43, 131.31, 131.23, 128.74, 128.43, 128.37, 128.34, 124.97,
124.81, 122.10, 121.95, 9.42,9.27.

p-(3-{3,3,4,4,5,5-Hexafluoro-2-(4-iodo-8-methyl-7,7-dioxo-7-thiabicyclo[4.3.0Jnona-
1,3,5,8-tetraen-9-yl)-1-cyclopenten-1-yl}-2-methyl-1-oxo-1-thia-6-indenoyl)benzoic acid
(53):

Producto secundario de la reaccién previa. Rendimiento 42%. '"H NMR (400 MHz, CD3CN) §
8.20 (d, 1H), 8.13-8.00 (m, 4H), 7.81-7.74 (m, 3H), 7.46 (d, 1H), 7.16 (dd, 1H), 2.20 (s, 1,6H,
ap), 2.17 (s, 1,7H, ap), 2.06-2.05 (2xs, 2,3H, p). '*C NMR (101 MHz, CD;CN) § 172.74,
167.82, 167.50, 162.37, 144.48, 144.30, 134.17, 133.97, 132.48, 131.31, 131.28, 128.43,
128.40, 122.48, 122.10, 9.39, 9.32, 9.25, 9.18. [M+Na]: 800.9313, encontrado: 800.9315.

p-[3-(2-{4-[p-(Chloroformyl)phenyl]-8-methyl-7,7-dioxo-7-thiabicyclo[4.3.0]
nona-1,3,5,8-tetraen-9-yl}-3,3,4,4,5,5-hexafluoro-1-cyclopenten-1-yl)-2-methyl-1-
0x0-1-thia-6-indenoyl]benzoyl chloride (76):

En un balén de 10 mL seco se mezclaron 0,065 mmol (50 mg) de 35 y 25 uL. SOCI, con 1,5
mL THF anhidro bajo atmésfera de Ar. Se agité a 50°C durante 30 min y luego se evaporo6 el
solvente bajo vacio durante 1 h a 50°C. El excedente de SOCl,, SO, y HCl se removieron de

esta manera. El producto se utilizé inmediatamente para la préxima reaccion.

p-{3-[2-(4-{p-[2-(2,5-Dioxo-1H-pyrrol-1-yl)ethoxycarbonyl]phenyl}-8-methyl-7,7-
dioxo-7-thiabicyclo[4.3.0]nona-1,3,5,8-tetraen-9-yl)-3,3,4,4,5,5-hexafluoro-1-
cyclopenten-1-yl]-2-methyl-1-o0xo0-1-thia-6-indenoyl}benzoic acid (36):
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A 0,065 mmol (52,4 mg) de 76 recientemente preparado se adiciond 0,16 mmol (40 mg) de
trifluoroacetato de N-(2-aminoetil)maleimida seca y 400 uL. THF anhidro. La solucién se agit6
a 50°C durante 2,5 hs, y luego se corté con NaOH 1 M, se extrajo con AcOEt y se evapord a
vacio. El producto se purificé por cromatografia en columna con 1% v/v AcOH. Rendimiento
60%. 'H NMR (400 MHz, Acetona) & 8.48-8.42 (m, 1H), 8.30-7.71 (m, 13H), 6.86-6.83
(m, 2H), 3.75 (m, 2H), 3.63 (m, 2H), 2.35 (s, 2H, ap), 2.25 (s, 2H, p), 1.91 (s, 2H, cerrado).
13C NMR (101 MHz, Acetona) § 171.82, 171.79, 167.14, 167.08, 143.96, 143.81, 140.71,
137.05, 136.77, 135.21, 135.19, 134.75, 134.61, 133.93, 133.75, 133.68, 133.51, 131.41,
131.30, 131.25, 131.19, 131.12, 129.88, 129.60, 129.04, 128.89, 128.85, 128.79, 128.73,
128.60, 128.39, 128.27, 128.20, 128.15, 128.04, 127.98, 127.93, 127.90, 124.94, 124.72,
124.66, 124.00, 122.02, 121.87, 121.80, 121.75, 115.67, 39.10, 39.08, 38.28, 9.22, 9.04, 8.34.
[M+Na]: 917.1038, encontrado: 917.1083.

2-(2,5-Dioxo-1H-pyrrol-1-yl)ethyl p-{9-[2-(6-{p-[2-(2,5-dioxo-1H-pyrrol-1-yl)
ethoxycarbonyl]phenyl}-2-methyl-1-o0xo-1-thia-3-indenoyl)-3,3,4,4,5,5-hexafluoro-
1-cyclopenten-1-yl]-8-methyl-7,7-dioxo-7-thiabicyclo[4.3.0]nona-1,3,5,8-tetraen-
4-yl}benzoate (37):

Producto secundario de la reaccién previa. Rendimiento 48%. "H NMR (400 MHz, Acetona)
0 8.43 (d, 1H), 8.25-7.54 (m, 13H), 6.85 (m, 4H), 3.74 (m, 4H), 3.62 (m, 4H), 2.33 (s, 2,5H),
1.49 (s, 2,5H), 1.90 (s, 1H, cerrado). '3C NMR (101 MHz, Acetona) § 172.57, 171.86, 171.84,
167.27, 167.20, 143.87, 143.76, 141.34, 141.22, 140.70, 136.99, 136.95, 136.69, 135.99,
135.95, 135.21, 135.19, 135.14, 134.62, 133.76, 133.52, 132.84, 132.81, 132.73, 132.63,
129.52, 129.40, 129.32, 129.06, 128.91, 128.88, 128.82, 128.35, 128.01, 127.94, 127.90,
124.96, 124.66, 124.03, 121.83, 121.77, 121.66, 39.08, 38.24, 9.19, 8.99, 8.31. [M+Nal:
1039.1518, encontrado: 1039.1578.

1-{2-[p-(4,4,5,5-Tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)phenoxy]ethyl}-1H-pyrrole-
2,5-dione (39):
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ioﬁB OOQJ// o Enun balén 10 mE se meozclaron 0,86~ mmol .(220 mg) PPh; y 6
o o= mL THF y se enfrié a -78°C en un bafio de hielo seco y acetona.

Se agregé 0,86 mmol (0,17 mL) DIAD lentamente durante 2-3
min, y la solucion amarilla se agit6 durante 5 minutos. Luego se agregé 0,95 mmol (250
mg) de 2-[p-(4,4,5,5-Tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)phenoxy]ethanol (38) lentamente
durante 1 min y se agité durante otros 5 minutos. Finalmente se agregd 0,47 mmol (42
mg) neopentilalcohol y 0,86 mmol (84 mg) maleimida secuencialmente y la suspension se
agité durante otros 5 minutos a -78°C. Cuando se disolvieron todos los reactivos la reaccion
se removid del bafio de hielo seco y se mezclé durante 24 hs a temperatura ambiente. La
solucién se torna lentamente rojo-marrén. Se evalda el progreso de la reaccién por CCD
en AcOEt:ciclohexano 1:1. Se corta la reaccién evaporando el solvente y se purifica por
cromtograffa en columna con ciclohexano:AcOEt 8:2. Rendimiento 22%. 'H NMR (400
MHz, CDCl3) 8 7.71 (d, 2H), 6.84 (d, 2H), 6.70 (s, 2H), 4.14 (t, 2H), 3.93 (t, 2H), 1.32 (s,
12H). '*C NMR (101 MHz, CDCl3) § 170.57, 160.90, 136.61, 134.32, 113.98, 83.69, 64.50,
37.27,24.97. [M+Na]: 366.1489, encontrado: 366.1514.

6-{p-[2-(2,5-Dioxo-1H-pyrrol-1-yl)ethoxy]phenyl}-2-ethyl-3-{2-(8-ethyl-4-iodo-7,7-dioxo-
7-thiabicyclo[4.3.0]nona-1,3,5,8-tetraen-9-yl)-3,3,4,4,5,5-hexafluoro-1-cyclopenten-1-yl}-
1-thia-1,1-indenedione (40):

Procedimiento Suzuki 2 con 16 y 39. El Pd(AcO), se agregd en 4 alicuotas. Rendimiento
15%. "H NMR (400 MHz, CDCl3) § 7,98 (dd, 1H), 7,95 (dd, 1H), 7,92 (dd, 1H), 7.74 (ddd,
1H), 7.53 (ddd, 1H), 7.50 (d, 1H), 7.45 (d, 1H),, 7.14 (dd, 1H), 6.96 (dd, 2H), 6.91 (dd, 1H),
6.74 (m, 2H), 4.19 (m, 2H), 3.97 (m, 2H), 2.55 (m, 3H), 2.37 (m, 1H), 1.08 (t, 3H), 1.05 (t,
3H). [M+Na]: 923.9997, encontrado: 924.0043.

3-{3,3,4,4,5,5-Hexafluoro-2-(8-methyl-7-thiabicyclo[4.3.0]nona-1,3,5,8-tetraen-9-yl)-1-
cyclopenten-1-yl}-2-methyl-6-nitro-1-thiaindene (48):

En un balon de 100 mL se mezclaron 2,14 mmol (1 g) 1 con 25
mL 4cido acético glacial y 2,25 mL anhidrido acético en un bafio

de hielo. 6,4 mmol (0,27 mL) de HNO3 se agregaron lentamente

con agitaciéon vigorosa, y se agité la solucién a temperatura

ambiente durante 30 hs. La reaccién se evalu6 mediante CCD con
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ciclohexano:AcOEt 9:1, y al finalizar se agregé 25 mL H,O helada, con lo cual precipité un
s6lido blanco-amarillo. La solucién se neutralizé con NaOH (c¢) y se extrajo con CH,Cl,. La
fase orgdnica se lavo con HO, se sec con NapySOy4 y se evapord a vacio. El producto se

purificé por cromatografia en columna con ciclohexano para rendir 45% producto.

3-{3,3,4,4,5,5-Hexafluoro-2-(8-methyl-7-thiabicyclo[4.3.0]nona-1,3,5,8-tetraen-9-yl)-1-
cyclopenten-1-yl}-2-methyl-1-thia-6-indenylamine (49):

En un balon de 100 mL se mezclaron 0,39 mmol (200 mg) de 48 y
40 mL MeOH y se agregd a la suspension 2,7 mmol (650 mg) de

NiCl,;.6H,0 agitando vigorosamente hasta disolucion completa de

48. La solucion se enfrié en un bafio de hielo y se agregé 10,5 mmol
(400 mg) de NaBHy4. Un precipitado negro se formé de inmediato.
Se evalu6 por CCD con ciclohexano:AcOEt 7:3. Al cabo de 0,5 hs a temperatura ambiente la
reaccién se corté con HCI 0,04 N, se filtré y se evapor6 el solvente. El residuo se extrajo con
CH,Cl, y la fase orgénica se lavé con H,O, se sec6 con NapSOy4 y se evapord al vacio para

obtener un aceite rosa con rendimiento 77%.

(15)-2-(3-{3,3,4,4,5,5-Hexafluoro-2-(8-methyl-7-thiabicyclo[4.3.0]nona-1,3,5,8-tetraen-9-
yb)-1-cyclopenten-1-yl}-2-methyl-1-thia-6-indenylamino)-1-methyl-2-oxoethylamino
(9H-fluoren-9-yl)acetate (51):

En un balon seco reflujado con Ar se agregd 0,2 mmol (65 mg) de FMOCalaOH (77), 1,5 mL
THF anhidro y luego 0,3 mmol (22,7 uL) de SOCI,. La mezcla se agité a 50°C durante 1
h en atmdsfera de Ar y luego se evaporo el solvente y los excedentes de SOCl,, SO, y HCI
durante 1 h a 50°C. EI producto se disolvié directamente en 400 uL. THF anhidro y se agregd
0,1 mmol (50 mg) de 49 seco. La solucidn se agit6 durante 2 hs a 50°C, se corté con NaOH, y
se extrajo con AcOEt. La fase orgénica se lavé con H,O, se secé con Na; SOy y se evapord al
vacio. El producto se purificé por cromatografia en columna con ciclohexano para obtener un

rendimiento del 54%.

(2S)-2-Amino-1-(3-{3,3,4,4,5,5-hexafluoro-2-(8-methyl-7-thiabicyclo[4.3.0]Jnona-1,3,5,8-
tetraen-9-yl)-1-cyclopenten-1-yl}-2-methyl-1-thia-6-indenylamino)-1-propanone (52):
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En un balén de 10 mL se mezclaron 0,03 mmol (22 mg) de 51, 2 mmol (180 uL) de piperidina
y 2 mL CHCl3. Se agité la mezcla a 50°C durante 70 min y se evalué por CCD con
ciclohexano:AcOEt 7:3. Al finalizar, se corté con HCI y se extrajo con CH;Cl,. La fase
orgdnica se secé con Na; SO, y se evapord al vacio, y el producto se purific por cromatografia

en una columna corta de silica gel con ciclohexano. Rendimiento 60%.

p-(3-{3,3,4,4,5,5-Hexafluoro-2-(4-iodo-8-methyl-7,7-dioxo-7-thiabicyclo[4.3.0Jnona-
1,3,5,8-tetraen-9-yl)-1-cyclopenten-1-yl}-2-methyl-1-oxo-1-thia-6-indenoyl)benzoyl
chloride (54):

En un balén de 10 mL seco se mezclaron 0,019 mmol (15 mg) de 53 y 2 uLL SOCl; con 1,5
mL THF anhidro bajo atmésfera de Ar. Se agité a 50°C durante 1 h y luego se evapord el
solvente bajo vacio durante 1 h a 50°C. El excedente de SOCI,, SO, y HCI se removieron de

esta manera. El producto se utilizé inmediatamente para la préxima reaccion.

6-(p-{[(1R)-2-(3-{3,3,4,4,5,5-Hexafluoro-2-(8-methyl-7-thiabicyclo[4.3.0]nona-1,3,5,8-
tetraen-9-yl)-1-cyclopenten-1-yl}-2-methyl-1-thia-6-indenylamino)-1-methyl-2-

oxoethylamino]carbonyl}phenyl)-3-{3,3,4,4,5,5-hexafluoro-2-(4-iodo-8-methyl-7,7-dioxo-
7-thiabicyclo[4.3.0]nona-1,3,5,8-tetraen-9-yl)-1-cyclopenten-1-yl}-2-methyl-1-thia-
1,1-indenedione (55):

A un balén de 10 mL que contenia 0,019 mmol de 54 seco, se agregé 1 mL THF y 0,027 mmol
(15 mg) de 52. La solucidn se agité a 50° por 24 hs, se corté con NaOH y extrajo con AcOEt.
La fase orgdnica se evaporé al vacio y el producto se purificé por cromatografia preparativa en
capa delgada con AcOEt. Rendimiento 19%. La masa obtenida no fue suficiente para medir
espectros de RMN. [M+H]: 1315.0309, encontrado: 1315.0171.
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A.2 Espectros de RMN

Se incluyen espectros de 'H y 13C RMN para todos los compuestos nuevos, donde los DHAOs
se encuentran casi completamente en el isémero abierto (< 10% isémero cerrado) con algunas
excepciones. Los picos que no se sefialan en los espectros corresponden normalmente a picos
de isémeros cerrados, y si hay picos prominentes de solventes los mismos se sefialan. Sefiales

de los carbonos de los isémeros cerrados no se observan en los espectros de '3C.

2
OANOWHO [@X{o N\l
NNOY e NOo®
NNNNNN AN 500
NSOl N FrS
1450
1400
1350
1300
1250
1200
‘ F150
|
100
I
JNI s
o}
SIS = nallayd L-50
OO O 0 o
©™M®© 20
QN ———— — ‘ — — ‘ ‘ = =
78 74 70 66 62 58 54 50 46 42 38 34 30 26 22 18
f1 (ppm)



226 Sintesis y Caracterizacion
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A.3 Caracterizacion espectrofotométrica

Todos los solventes utilizados para los espectros UV-visible fueron de grado espectroscépico.
Las muestras se irradiaron utilizando una lampara de arco de Hg (SUV-DC, Lumatec,
Deisenhofen) y filtros de paso de banda apropiados cuando necesario antes de los experimentos
para convertir las muestras a los isémeros apropiados. Se utilizaron cubetas de cuarzo de
Hellma de distintos tamaiios segun el espectrofotémetro y el experimento. Efectos de filtro
internos se evitaron usando solucione diluidas ( 10 uM). La proporcién de los isémeros
abiertos y cerrados no se vid afectada por la cantidad de luz utilizada para monitorear el
sistema. Los experimentos de fotoconversion se realizaron con el espectrofotémetro descrito
en el Capitulo 3. Otros espectros de absorcién se obtuvieron con un equipo Cary 100
UV-visible, Varian 6 un equipo Shimadzu UV-vis. Otros espectros de emisién se midieron
con un Cary Eclipse de Varian 6 un instrumento de Photon Technology International. La
temperatura de las muestras en todos los experimentos fue de 20 °C. Tiempos de vida media se
midieron en un Fluorolog-TCSPC de Horiba Jobin Yvon, excitando a 460 nm con un nanoLED
de Horiba Scientific. Los tiempos de vida se calcularon con software de Mathematica, o con

el software integrado del equipo.
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Apéndice B

Simulacion DHA-DHAO

Se encuentra a siguiente el programa de Python que se generd para simular el comportamiento
de moléculas tipo DHA-DHAO o DHA-DHAO-DHA bajo irradiacién con luz UV (340 nm),
azul (450 nm) o verde (520 nm). El cédigo se divide en dos partes: el programa en si, y los

comandos para simular los experimentos detallados en el Capitulo 5.

B.1 Programa

import copy
import pylab
import xlsxwriter

def QYs(PCorPCOMe):

if PCorPCOMe == 'PC’:
QYocl, QYcol, QYoc2, QYco2 = 0.35, 0.35, 0.45, 0.0011
if PCorPCOMe == 'PCOMe’:

QYocl, QYcol, QYoc2, QYco2
return QYocl, QYcol, QYoc2, QYco2

0.35, 0.03, 0.45, 0.0011

def calcKs(intensities, PCorPCOMe):

sigmaocluv = 3.42%10x*x*-17
sigmacoluv = 6.46%10*x*-17
sigmacolb = 2.28%10x*x*-17
sigmacolg = 6.46*x10*x*-17
sigmaoc2uv = 4.59x10xx-17
sigmaco2uv = 1.91%10%x-17
sigmaco2b = 1.38%10x*x*-16
iuv = intensities[0]

ib = intensities[1]

ig = intensities[2]
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EFRET = 1

kexocluv = sigmaocluv * 5%10**x15 * 340 * iuv

kexcoluv = sigmacoluv * 5x10*x15 x 340 x iuv

kexcolb = sigmacolb * 5x10xx15 x 450 * ib

kexcolg = sigmacolg * 5x10**15 x 520 * ig

kexoc2uv = sigmaoc2uv * 5x10%x15 * 340 x iuv

kexco2uv = sigmaco2uv x 5x10%x15 * 340 * iuv

kexco2b = sigmaco2b * 5x10xx15 x 450 * ib

QYocl, QYcol, QYoc2, QYco2 = QYs(PCorPCOMe)

kocluv = kexocluv * QYocl

kcoluv = kexcoluv * QYcol

kcolb = kexcolb * QYcol

kcolg = kexcolg * QYcol

koc2uv = kexoc2uv * QYoc2

kco2uv = kexco2uv * QYco2

kco2b = kexco2b * QYco2

kfret2uv = kexco2uv * QYcol x EFRET

kfret2b = kexco2b * QYcol * EFRET

return (kocluv, kcoluv, kcolb, kcolg, koc2uv, kco2uv, kco2b, kfret2uv,
kfret2b)

# For two-unit constructs (PC-PCf type):
# populations = [00, CO, 0C, CC]

# For three-unit constructs (PC-PCf-PC type):
# populations = [000, C00, 0CO, 00C, CCO, COC, OCC, cCC]

def singlePhotonSim(PCorPCOMe, TwoOrThree, wavelength, intensities, duration,

populations):
""" simulates what happens during duration seconds to the populations
of all species under irradiation with wavelength at intensity. populations
is list of lists, with concentration of each species at each time point."""
iuv, ib, ig =0, 0, 0
if 340 in wavelength: iuv = intensities[0]
if 450 in wavelength: ib = intensities[1]
if 520 in wavelength: ig = intensities[2]
intensities = [iuv, 1ib, ig]
(kocluv, kcoluv, kcolb, kcolg, koc2uv, kco2uv,
kco2b, kfret2uv, kfret2b) = calcKs(intensities, PCorPCOMe)
for tenthsecond in range(durationx10):

startpops = copy.deepcopy(populations[-1])

if TwoOrThree == 'Two’:

d00 = (-(kocluv + koc2uv)xstartpops[0] + (kcoluv + kcolb
+ kcolg)*startpops[1l] + (kco2uv + kco2b)x*startpops[2])/10

dCO0 = (kocluvxstartpops[0] - (kcoluv + kcolb + kcolg +
koc2uv)=*startpops[1] + (kco2uv + kco2b)x*startpops[3])/10
d0C = (koc2uvxstartpops[0] - (kco2uv + kco2b + kocluv
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)xstartpops[2] + (kcoluv + kcolb + kcolg + kfret2uv +
kfret2b)*startpops[3])/10
dCC = (kocluvxstartpops[2] + koc2uvxstartpops[l] - (kcoluv + kcolb
+ kco2uv + kcolg + kco2b + kfret2uv + kfret2b
)*startpops[3])/10
newconc = [populations[-1]1[0] + dOO, populations[-1][1] + dCO, \
populations[-1][2] + dOC, populations[-1][3] + dCC]
populations.append(newconc)
if TwoOrThree == 'Three':
d000 = (-(2xkocluv + koc2uv)=xstartpops[0] + (kcoluv + kcolb +
kcolg)*startpops[1l] + (kcoluv + kcolb + kcolg)*startpops[3] \
+ (kco2uv + kco2b)x*startpops[2])/10
dC00 = (kocluvxstartpops[0] - (kcoluv + kcolb + kcolg + koc2uv +
kocluv)x*startpops[1l] + (kco2uv + kco2b)xstartpops[4] + (
kcoluv + kcolb + kcolg)x*startpops[5])/10
d0CO = (koc2uvxstartpops[0] - (kco2uv + kco2b + 2xkocluv
)*startpops[2] + (kcoluv + kcolb + kcolg + kfret2uv +
kfret2b)*startpops[4] + (kcoluv + kcolb + kcolg + kfret2uv
+ kfret2b)=*startpops([6])/10
d00C = (kocluvxstartpops[0] - (kcoluv + kcolb + kcolg + koc2uv
+ kocluv)x*startpops[3] + (kcoluv + kcolb + kcolg
)xstartpops[5] + (kco2uv + kco2b)*startpops[6])/10
dCCO = (koc2uvxstartpops[1l] + kocluvxstartpops[2] - (kcoluv +
kcolb + kco2uv + kcolg + kco2b + kfret2uv + kfret2b +
kocluv)+*startpops[4] + (kcoluv + kcolb + kcolg + kfret2uv
+ kfret2b)=*startpops[7]1)/10
dCOC = (kocluvxstartpops[1l] + kocluvxstartpops[3] - (2xkcoluv +
2xkcolb + 2xkcolg + koc2uv)=xstartpops[5] + (kco2uv + kco2b
)*startpops[7])/10
dOCC = (koc2uvxstartpops[3] + kocluvxstartpops[2] - (kcoluv +
kco2uv + kcolb + kcolg + kco2b + kfret2uv + kfret2b +
kocluv)x*startpops[6] + (kcoluv + kcolb + kcolg + kfret2uv
+ kfret2b)=*startpops[7])/10
dCCC = (koc2uvxstartpops[5] + (kocluvxstartpops[4] +
kocluvsstartpops[6]) - (kco2uv + kco2b + 2x(kcoluv + kcolb
+ kcolg + kfret2uv + kfret2b))*startpops[7])/10
newconc = [populations[-1][0] + d000, populations[-1][1] + dCOO, \
populations[-1]1[2] + dOCO, populations[-1][3] + d0OC, \
populations[-1][4] + dCCO, populations[-1][5] + dCOC, \
populations[-1][6] + dOCC, populations[-1][7] + dCCC]
populations.append(newconc)
return populations

def multiPhotonSim(PCorPCOMe, TwoOrThree, wavelengths, intensities, durations):
if TwoOrThree == 'Two’:
populations = [[1x10xx-6, 0, 0, 0]]
for i in range(len(wavelengths)):



260 Simulacion DHA-DHAO
populations = singlePhotonSim(PCorPCOMe, TwoOrThree,
wavelengths[i], intensities,
durations[i], populations)
if TwoOrThree == 'Three’:

def

populations = [[1+10*x-6, 0, 0, 0, 0, 0, O, 0]]
for i in range(len(wavelengths)):
populations = singlePhotonSim(PCorPCOMe, TwoOrThree,
wavelengths[i], intensities,
durations[i], populations)
drawGraph(populations, TwoOrThree, durations)
information, headers, xdata, ydata = compileSimData(populations,
TwoOrThree,
wavelengths,
intensities,
durations)
return populations, information, headers, xdata, ydata

drawGraph(populations, TwoOrThree, durations):
""" jinitiate list with all proportions for each molecule during run.
Also makes list of how many photons there were, for the x values"""
if TwoOrThree == 'Two’:
moleculeList = [[]1, [1, [1, [1]
headers = ['Irradiation Time (s)’, '00’, ’'CO’', ’'0OC’, 'CC’]
if TwoOrThree == 'Three’:
moleculelist = [[], [1, [1, [1, [1, [1, [1, [1]
headers = [’'Irradiation Time (s)’, '000’, ’CO0’, '0OCO’, '00C’, \
'cco’, ’'coc’, 'occ’, 'ccc’]
xlength = []
start = 0
for j in populations:
xlength.append(start)
start += 0.1
for i in range(len(moleculelList)):
moleculeList[i].append(j[i])
# plot graph with X lines for each state of molecule
xmaximum =0
for i in durations:
xmaximum += i
if TwoOrThree == 'Two':
for number in range(4):

pylab.plot(xlength, moleculeList[number], label=headers[number+1])

pylab.xlim(-10, xmaximum)
pylab.ylim(-0.05%10**-6, 1.05%x10x*-6)
pylab.xlabel('Irradiation time (s)’)
pylab.ylabel('Concentration’)
pylab.legend(loc = 7)

if TwoOrThree == 'Three’:
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subplot = 1

for number in range(8):
pylab.subplot(2, 4, subplot)
pylab.plot(xlength, moleculeList[number], label=headers[number+1])
pylab.xlabel('Irradiation Time (s)’)
pylab.ylabel('Concentration’)
pylab.legend(loc = 2)
pylab.ylim(-0.05%10%*-6, 1.05%x10*x*x-6)
subplot += 1

pylab.show()

def newExcelFile(title, information, description, headers, xdata, ydata):
"""Creates new excel file named title, creates worksheet and stores data"""
fileTitle = ’/Users/florenciagillanders/Desktop/PhD/’ + \
"Computational Chemistry/PC-PCf simulator/For Thesis/' + \
title + '.xlsx’
workbook = xlsxwriter.Workbook(fileTitle)
for item in range(len(description)):
worksheet = workbook.add_worksheet()
bold = workbook.add_format({'bold’: True})
worksheet.write(0, 0, title, bold)
worksheet.write(1, 0, information, bold)
worksheet.write(2, 0, description[item], bold)
row, col = 3, 0
for header in headers[item]:
worksheet.write(row, col, header, bold)
col +=1
row, col = 4, 0
for dat in xdata[item]:
worksheet.write(row, col, dat)
row += 1
row, col =4, 1
for dat in ydatal[item]:
for da in dat:
worksheet.write(row, col, da)
row += 1
row = 4
col +=1
workbook.close()
return workbook

def compileSimData(populations, TwoOrThree, wavelengths, intensities,
durations):
information = "’
for i in range(len(wavelengths)):
information += str(wavelengths[i]) +

+ " W/cm2) for ' + str(durations[i]) + ' s

’

nm (' + str(intensities[i]) \
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if i < len(wavelengths) - 1:
and then

’ ’

information +=
if TwoOrThree == 'Two’:
headers = [['Irradiation Time (s)’, '00’', ’'CO’', '0C', 'CC’']]
ydata = [[], [1, [1, [1]
if TwoOrThree == 'Three’:
headers = [[’'Irradiation Time (s)’, '000', 'C00’, '0OCO’, '00C’,
'cco’, 'coc’, 'occ’, 'ccc'il
ydata = [[1, [1, [1, [1, [1, (1, [1 ,[11
xdata = [[]]
time = 0
for i in range(len(populations)):
xdata[0].append(time)
time += 0.1
for j in range(len(ydata)):
ydatal[j].append(populations[i]l[j])
return information, headers, xdata, ydata

def predictSpectrumPoint(populations, TwoOrThree):
"""Calculates spectrum for a combination of populations (eg for time t).
TwoOrThree is a number indicating PC-PCf or PC-PCf-PC type construct.
populations is a list of the relative concentration of each species."""

absSpectrum = []

fluorSpectrum = []

wavelengths = [300, 350, 400, 450, 500, 550, 600]

PCopen = [30000, 2000, 0, 0, 0, 0, 0]

PCclosed = [30000, 15000, 7000, 6000, 15000, 7000, O]

PCfopen = [20000, 18000, 1000, 0, 0, 0, 0]

PCfclosed = [5000, 5000, 15000, 40000, 3000, 0, 0]

PCffluor = [0, O, O, 5000, 40000, 30000, 5000]

if TwoOrThree == 'Two':
for wavelength in range(len(wavelengths)):

00 = (PCopen[wavelength]*populations[0] +
PCfopen[wavelength]*populations[0])
CO0 = (PCclosed[wavelength]x*populations[1l] +
PCfopen[wavelength]*populations[1])
0C = (PCopen[wavelength]+populations[2] +
PCfclosed[wavelength]*populations[2])
CC = (PCclosed[wavelength]*populations[3] +

PCfclosed[wavelength]+populations[3])

absSpectrum.append(00 + CO + 0C + CC)

for wavelength in range(len(wavelengths)):
0C = PCffluor[wavelength]*populations[2]
fluorSpectrum.append(0C)

if TwoOrThree == 'Three’:

for wavelength in range(len(wavelengths)):

000 = (2xPCopen[wavelength]xpopulations[0] +
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PCfopen[wavelength]*populations[0])
(PCclosed[wavelength]xpopulations[1] +
PCfopen[wavelength]*populations[1l] +
PCopen[wavelength]l*populations[1])
(2xPCopen[wavelength]xpopulations[2] +
PCfclosed[wavelength]*populations[2])
(PCopen[wavelength]*populations[3] +
PCfopen[wavelength]*populations[3] +

coo

0Co

00C

PCclosed[wavelength]*populations[3])
(PCclosed[wavelength]xpopulations[4] +
PCfclosed[wavelength]*populations[4] +
PCopen[wavelength]l*xpopulations[4])
COC = (2*PCclosed[wavelength]*populations[5] +
PCfopen[wavelength]*populations[5])
0CC = (PCopen[wavelength]*populations[6] +
PCfclosed[wavelength]*populations[6] +
PCclosed[wavelength]*populations[6])
CCC = (2*PCclosed[wavelength]*populations[7] +
PCfclosed[wavelength]*populations[7])
absSpectrum.append(000 + CO0 + 0CO + 00C + CCO + COC + OCC + CCC)
for wavelength in range(len(wavelengths)):
0CO0 = PCffluor[wavelength]xpopulations[2]
fluorSpectrum.append(0CO)
return absSpectrum, fluorSpectrum, wavelengths

cco

def buildSpectra(popList, TwoOrThree):
"""Builds absorbance and emission spectra from given results of
simulation popList every 10 seconds of simulation time."""
ydata = [[1, []]

headers = [['Wavelength (nm)’'], ['Wavelength (nm)’]]
description = [’'Absorbance’, 'Emission’]
time = 0

while time < len(poplList):
headers[0] .append(str(time/10))
headers[1].append(str(time/10))
absorbance, fluorescence, wavelengths = \

predictSpectrumPoint(popList[time], TwoOrThree)

ydata[0].append(absorbance)
ydata[1l].append(fluorescence)
time += 100

return headers, description, ydata, wavelengths
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B.2 Simulaciones

#Simulation of DHA-DHAO with

# 1) 340 nm (1 mW/cm2) during 150 s
# 2) 520 nm (1 mw/cm2) during 150 s
# 3) 450 nm (100 mW/cm2) during 200 s

pylab.figure(1)

populations, information, headers, xdata, ydata = multiPhotonSim(’'PC’,
'"Two', [[340], [520], [450]1], [0.001, 0.1, 0.001],
[150, 150, 200])

newkExcelFile('PC-PCf simulationl’, information, [’Relative Populations’],
headers, xdata, [ydata])

headers, description, ydata, wavelengths = buildSpectra(populations, 'Two’)

newExcelFile('PC-PCf simulationl Spectra’, information, description,
headers, [wavelengths, wavelengths], ydata)

#Simulation of DHA(OMe)-DHAO with

# 1) 340 nm (2 mW/cm2) during 150 s
# 2) 520 nm (10 mw/cm2) during 150 s
# 3) 450 nm (100 mW/cm2) during 200 s

pylab.figure(2)

populations, information, headers, xdata, ydata = multiPhotonSim(’'PCOMe’,
"Two’, [[3401, [520], [450]], [0.002, 0.1, 0.01],
[150, 150, 2001])

newExcelFile('PCOMe-PCf simulationl’, information, [’'Relative Populations’],
headers, xdata, [ydatal)

headers, description, ydata, wavelengths = buildSpectra(populations, 'Two')

newExcelFile('PCOMe-PCf simulationl Spectra’, information, description,
headers, [wavelengths, wavelengths], ydata)

#Simulation of DHA-DHAO-DHA with

# 1) 340 nm (1 mW/cm2) during 150 s
# 2) 520 nm (1 mw/cm2) during 150 s
# 3) 450 nm (50 mW/cm2) during 300 s

pylab.figure(3)

populations, information, headers, xdata, ydata = multiPhotonSim('PC’,
"Three’, [[340], [520], [450]], [0.001, 0.05, 0.001],
[150, 150, 300])

newExcelFile('PC-PCf-PC simulationl’, information, [’Relative Populations’],
headers, xdata, [ydatal)

headers, description, ydata, wavelengths = buildSpectra(populations, ’'Three’)

newExcelFile('PC-PCf.PC simulationl Spectra’, information, description,
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headers, [wavelengths, wavelengths], ydata)

#Simulation of DHA(OMe)-DHAO-DHA(OMe) with

# 1) 340 nm (2 mW/cm2) during 150 s
# 2) 520 nm (10 mw/cm2) during 150 s
# 3) 450 nm (50 mW/cm2) during 300 s

pylab.figure(4)
populations, information, headers, xdata, ydata = multiPhotonSim(’PCOMe’,
'"Three’, [[340], [520], [450]], [0.002, 0.05, 0.01],
[150, 150, 300])
newExcelFile('PCOMe-PCf-PCOMe simulationl’, information,
['Relative Populations’], headers, xdata, [ydatal)
headers, description, ydata, wavelengths = buildSpectra(populations, 'Three’)
newExcelFile('PCOMe-PCf-PCOMe simulationl Spectra’, information, description,
headers, [wavelengths, wavelengths], ydata)
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