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Resumen

La terapia fotodinamica (TFD) es una técnica de tratamiento de determinados tipos de
cancer e infecciones, basada en el uso de fotosensibilizadores que, activados por luz de
determinada longitud de onda, son capaces de producir especies reactivas de oxigeno.
Estas especies, entre las que se cuenta el oxigeno singlete ('O2), generan citotoxicidad
celular. La transparencia de los tejidos animales es maxima dentro de la denominada
ventana terapéutica (600-1300 nm), por lo que es deseable encontrar
fotosensibilizadores efectivos que absorban luz en este rango. Los compuestos
porfirinicos, entre los que se incluyen los corroles, han demostrado elevada eficiencia
en estudios fotodinamicos in vivo e in vitro debido a que poseen una buena absorcion
de luz en la region del rojo e infrarrojo cercano. Los corroles son compuestos
tetrapirrélicos similares a las porfirinas, que presentan intensa absorcion en el espectro
visible, fluorescencia roja, y demostrada capacidad de fotosensibilizacién de O2. Sin
embargo, la mayoria de estos compuestos son hidrofébicos y poseen baja o nula
solubilidad en agua, lo que limita sus aplicaciones terapéuticas. Para desarrollar futuras
aplicaciones de corroles en terapia fotodinamica es necesario vehiculizarlos
adecuadamente, por ejemplo, introduciéndolos en nanoparticulas poliméricas

biocompatibles.

El presente trabajo reporta un estudio exhaustivo del corrol 5,15-bis(2,3,4,5,6-
pentafluorofenil)-10-(2-metilcarboxifenil)corrol (DPF2MCcor), como fotosensibilizador
alternativo para TFD, y de nanoparticulas poliméricas de acido polilactico, (PLA)
conteniendo dicho corrol en distintas proporciones. El corrol fue caracterizado por
métodos estructurales (difraccion de rayos X) y espectroscopicos (espectroscopia
UV/Visible y fluorescencia). Las nanoparticulas fueron caracterizadas por técnicas
morfoldgicas, estructurales (dispersion dinamica de luz, microscopia electrénica) y
espectroscopicas. Fue posible verificar la produccién de 'O, bajo iluminacion con luz
roja (630 nm) in vitro, tanto para el corrol en solucién con solvente organico, como en
suspension acuosa dentro de nanoparticulas. En conjunto, los resultados obtenidos
posicionan a los sistemas nanoparticulados corrol/PLA como plataformas promisorias

para futuras aplicaciones en terapia fotodinamica.

Palabras clave: Corrol, Fluorescencia, Nanoparticulas.
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1.1.  Principios de la terapia fotodinamica

La terapia fotodinamica (TFD) es una técnica moderna y en continuo desarrollo para el
diagnéstico y tratamiento de una amplia gama de canceres y enfermedades no
oncologicas. A comienzos del afo 2026, se registraron 775 estudios relacionados con
la terapia fotodinamica, que incluyen estudios observacionales y ensayos clinicos en
distintas fases, que abarcan areas de oncologia, dermatologia, oftalmologia,

odontologia e infecciones (ClinicalTrials.gov, 2026).

La TFD se basa en la accidbn combinada de tres elementos principales: un
fotosensibilizador (FS), una fuente de luz apropiada y saturaciéon de oxigeno molecular.
En la Figura 1 se esquematiza el comportamiento fotoquimico (diagrama de Jablonski)
de un fotosensibilizador. Bajo una irradiacién de luz de longitud de onda que se
encuentre dentro del espectro de absorciéon del FS, el mismo se promueve desde su
estado fundamental (FS,) al estado excitado singlete ('FS’), estado altamente inestable
y de tiempo de vida corto, que puede regresar al estado fundamental emitiendo
fluorescencia o disipando la energia en forma de calor. Alternativamente, el 'FS” puede
pasar a un estado excitado mas estable, el estado triplete (°FS’), lo que se denomina
cruce de intersistemas. En estas condiciones, puede disiparse energia por
fosforescencia, o se puede dar lugar a la generacién de especies reactivas de oxigeno
(ROS). Existen dos tipos de procesos fotosensibilizadores. El tipo | tiene lugar tras la
transferencia de electrones entre el 3FS” y el oxigeno molecular y/o biomoléculas
presentes en los tejidos para generar radicales libres, como anién superéxido (O2),
radical hidroxilo (*OH) y perdxido de hidrogeno (H2O-). Por otro lado, las reacciones de
tipo 1l, implican la transferencia de energia desde *FS’ hacia el oxigeno en su estado

basal triplete (*02) para generar oxigeno singlete ('0.) (Hua y col., 2025).
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Figura 1. Diagrama de Jablonski del comportamiento fotoquimico de un
fotosensibilizador y la produccién de especies reactivas de oxigeno. Adaptado de
Niculescu y col., 2021.

Los compuestos generados en las reacciones de tipo | y Il son oxidantes altamente
efectivos, especialmente el '0,. Esta ROS es de pequefio tamafio, capaz de generar
estrés oxidativo en las células una vez que difunde en los sistemas bioldgicos, provocar
la ruptura de membrana celular, mitocondrias, reticulo endoplasmatico y, finalmente,
muerte celular mediante apoptosis, necrosis o autofagia (Gunaydin y col., 2021). El
oxigeno singlete es de existencia muy corta, con una vida media que oscila tipicamente
entre 10° y 10 segundos, dependiendo del entorno bioldgico o el solvente en el que se
encuentre. Esto garantiza que el dafio provocado sea local, ya que limita su difusion en

el organismo (Cui y col., 2024).

Una de las principales ventajas de la TFD es la destruccion de tejidos selectiva. Por un
lado, las células tumorales o alteradas tienen mayor capacidad de captacién y
concentracion de las moléculas de fotosensibilizante debido a su vascularizacion
aumentada y mayor permeabilidad de los vasos sanguineos. Por otro lado, el FS
permanece inactivo y no es téxico mientras no sea excitado, lo que permite enfocar el
tratamiento en tiempo y zona deseada, y reduce el riesgo de dafno de los tejidos sanos
(Allamyradov y col., 2024).

La principal limitacion de la TFD radica en la escasa penetraciéon de luz en los tejidos,
lo que restringe su aplicacion a tumores relativamente superficiales o poco profundos,
ya que la luz no puede penetrar mas alla de la hipodermis con la longitud de onda de
menor energia. En la Figura 2, se representa el grado de penetracién que alcanza la luz

en el tejido cutaneo en funciéon a su longitud de onda. Ademas, la administracién
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sistémica de esta forma de terapia se dificulta en sentido a que los FS generalmente se
agregan facilmente y provocan fotosensibilidad prolongada a la luz, principalmente en
los primeros tratamientos aprobados que involucraban FS de dificil eliminaciéon. Una
tercera desventaja extrinseca a la terapia se centra en la hipoxia generada por la
proliferacion excesiva de células cancerosas y al suministro ineficiente de sangre a los
tumores, lo que reduce enormemente la eficacia, ya que la acciéon de los

fotosensibilizantes depende estrictamente del oxigeno (Rodrigues & Correia, 2022).

Haz de luz 750 nm 400 nm
Reflexion
v ¥lw
yyy
0.1 mm
Epidermis
0.6 mm
15 \" v 1r/
RLUL <-Dispersion —» .
\ Dermis
2.5mm
yYyYvwy
Absorcién
3.5mm Hipodermis

Figura 2. Representacion esquematica de la penetracion de la luz en el tejido
biolégico (epidermis, dermis y capa subcutanea), dependiente de la longitud de onda.
Adaptado de Rodrigues & Correia 2022.

La absorcion de luz por los tejidos animales estd determinada por la presencia de
pigmentos porfirinicos naturales (grupos hemo y citocromos). La hemoglobina es la
proteina de la sangre mas importante en términos cuantitativos en absorber luz, y lo
hace tanto en la region violeta como en la regién roja, alrededor de longitudes de 600
nm, por lo que los tejidos deben iluminarse con longitudes de onda superiores para
garantizar una buena penetracion tisular. La denominada ventana terapéutica se situa
entre 600 y 1300 nm, aunque el rango util para la TFD es de 620 a 850 nm, ya que por
encima de esos valores la energia de los fotones no es suficiente para activar al oxigeno.
En este contexto, las aplicaciones clinicas de la terapia fotodinamica se concentran
principalmente en cancer de piel, aunque también incluyen pulmén, esoéfago, vejiga,

cabezay cuello, ademas de su uso como terapia antimicrobiana (Gunaydin y col., 2021).
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1.2. Antecedentes de fotosensibilizadores

Las propiedades intrinsecas de los fotosensibilizadores determinan gran parte de la
eficacia terapéutica. Un FS ideal debe ser quimicamente puro, de composicién uniforme
y presentar un alto rendimiento fotodinamico, es decir, alto rendimiento de generacion
de ROS. Ademas, debe absorber luz dentro del rango de 620 a 850 nm, con especial
relevancia en longitudes de onda superiores a 700 nm. Asimismo, debe ser inocuo en
ausencia de luz, acumularse selectivamente en el tejido diana, ser estable en solucion
y de eliminacion facil del organismo (Aebisher y col., 2024). En particular, sus
caracteristicas estructurales influyen significativamente en el accionar de la terapia. Los
fotosensibilizantes naturales y sintéticos conocidos se pueden clasificar en tres
generaciones. En la Figura 3 se presenta como ejemplo las estructuras quimicas de
fotosensibilizantes de la primera y segunda generacién, comercialmente disponibles en

la actualidad (Allamyradov y col., 2024).

Primera generacion de FSs

NaO @
(@) (b) v - -
0 .
p ¢
NaQ —/ |
\ L _CHy
N o~
7 X _ﬂ/
V HN—,
HsC ,I,KN i
1 - o
N *Ti/’\“-
i N\ — |
Mo 7~ HyC 0
R Y
\
CH;
CH;
R= <J_‘ o 7 CH, —
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(C) OH
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Figura 3. Estructuras quimicas de fotosensibilizadores de primera y segunda
generacion. (a) Porfirina, (b) Porfimero Sédico, (c) Temoporfin y (d) Redaporfin.
Las estructuras tetrapirrdlicas aromaticas son especialmente adecuadas. Los FS de
primera generacién consisten en porfirinas naturales y sus derivados, entre los que
destacan el Derivado de Hematoporfirina (HpD) y, posteriormente, su version purificada

Porfimero Sédico (Photofrin®, Figura 3 - b). Este Ultimo es una mezcla compleja de
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oligbmeros que presenta absorcién a longitud de onda maxima de 632 nm con
intensidad de absorcion baja (emax 3000 M~'em™). Para que un fotosensibilizador sea
efectivo, ademas de absorber luz, debe ser capaz de transferir esa energia para generar
un efecto terapéutico. Esta eficiencia se mide a través del rendimiento cuantico (P,), el
cual se define como la relacién entre el nUmero de eventos especificos que ocurren y el
numero total de fotones absorbidos por el sistema. Especificamente, el rendimiento
cuantico de oxigeno singlete representa cuantas moléculas de 'O, que se producen por
foton absorbido por un fotosensibilizador. De los fotosensibilizadores aprobados para
TFD, el Porfimero Sddico es el que ofrece el mayor rendimiento cuantico de oxigeno
singlete (®, = 0,89), empleandose para el tratamiento de cancer de es6fago, pulmon,
bronquios y vejiga (Cuiy col., 2024). Eltrabajo de Allamyradov y colaboradores en 2024
menciona que, si bien estos compuestos mostraron eficacia y una amplia aplicacién,
presentan limitaciones significativas, como su baja pureza quimica, activacién que se
logra eficientemente utilizando longitudes de onda inferiores a las ideales y una
prolongada vida media que provoca hipersensibilidad cutanea a la luz durante varias

semanas.

Los fotosensibilizantes de segunda generacion son derivados de clorinas y ftalocianinas,
que se caracterizan por ser compuestos sintéticos puros, de eliminaciéon mas rapida del
organismo y con una mayor absorcion de luz roja que los de primera generacion y, por
tanto, una mejor penetracion en los tejidos. Sin embargo, al igual que sucede en los FSs
de primera generacion, su principal desventaja reside en la baja o nula solubilidad en
agua. Ejemplos representativos son Temoporfin (Foscan®, Figura 3 - ¢) y Redaporfin
(Figura 3 — d), los cuales presentan absorcion a 652 nm y 749 nm respectivamente.
Actualmente, se utilizan para el tratamiento de cancer de cuello, cabeza y vias biliares
(Allamyradov y col., 2024).

Por ultimo, el desarrollo de los FS de tercera generacién se centra en la sintesis de
estructuras que buscan mejorar la selectividad por los tejidos diana y la estabilidad e
hidrofilicidad de los compuestos fotosensibilizantes. Suelen estar compuestos por un FS
de segunda generacién conjugado a moléculas biolégicas, encapsulado en
nanoparticulas (NPs) biodegradables/biocompatibles o aplicado en estrategias
inmunotecnoldgicas. Si bien se han logrado avances importantes en la ultima década,
los FS de tercera generacion aun se encuentran en desarrollo (Allamyradov y col.,
2024).
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1.3. Corroles como fotosensibilizadores

Los corroles son macrociclos porfirinoides formados por cuatro unidades de pirrol unidas
por tres puentes metino y caracterizados por la presencia de un enlace pirrol-pirrol
directo. Los corroles tienen propiedades quimicas, rédox y espectroscopicas
interesantes que les confieren multiples aplicaciones, entre ellas, una intensa
fluorescencia roja con rendimientos cuanticos moderados y capacidad

fotosensibilizadora en la generacion de oxigeno singlete.

La presencia de tres puentes metino y un enlace pirrol-pirrol confiere a los corroles de
menor simetria, cavidad central mas contraida y un tamafo aproximadamente 10%
menor en comparacion con las porfirinas (Figura 4). Ambos contienen 18 electrones 1T
pero, a diferencia de las porfirinas, los corroles tienen tres protones internos NH dentro
de la cavidad, por lo que actuan como ligandos trianionicos tetradentados frente a los
iones metalicos y estabilizan estados de valencia mas altos. Ademas, el efecto de los
sustituyentes en las propiedades épticas de los corroles es significativamente mayor
que en las porfirinas normales, lo que da lugar a diversas diferencias espectrales al
cambiar estos sustituyentes (Zhan y col., 2023). Esto impacta en su eficiencia
fotodinamica y reactividad redox y los convierte en un punto de gran interés para su
estudio en catdlisis, sensores quimicos, materiales 6pticos y farmacos antitumorales
(Jiang y col., 2019).

Porfirina Corrol

Figura 4. Cavidad tetrapirrdlica de la porfirina (izquierda) y del corrol (derecha), cada
uno con las posiciones meso resaltadas.

Los corroles presentan bandas tipicas de tipo Soret con Anax alrededor de 420 nm y
bandas Q que se encuentran desplazadas hacia el rojo (entre 530 - 700 nm) en

comparacion con las porfirinas de primera generacion (Figura 5), por lo que presentan
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mayor absorcion a menores energias de luz. Sin embargo, son marcadamente menos
estables que las porfirinas ya que son facilmente oxidables; por esta razén los corroles
mas estudiados poseen grupos fuertemente atractores de densidad electrénica, como

los que se ejemplifican en la Figura 5.
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Figura 5. (a) Estructuras moleculares de los corroles CeFscor (5,10,15-
Tris(pentafluorofenil)corrol, ID PhotochemCAD: R02), Ph-cor (5,10, 15-Trifenilcorrol, ID
PhotochemCAD: R01) y de Tetrafenilporfirina de Zinc (ll) (ZnTPP, ID PhotochemCAD:
Q10). (b) Espectro UV/Visible normalizado por maximo de absorcion de las bandas Q
de los corroles (en diclorometano) y la porfirina (en tolueno). (c) Espectros de emision

de fluorescencia normalizados. Los datos para (b) y (c) fueron obtenidos en
PhotochemCAD.

Numerosos estudios preliminares han demostrado que los corroles pueden destruir
eficazmente las células cancerosas en terapia fotodinamica. El estudio de Lemon en
2020 detalla que los corroles de base libre (no metalados) pueden exhibir rendimientos
cuanticos (¢a) considerablemente altos para la generacion de 'O, (0,46 - 0,99),
dependiendo de la naturaleza de los sustituyentes meso. En general, los corroles con
sustituyentes pentafluorofenilo (CsFs, Figura 5 - a) tienen un ¢» mas alto en comparacién
al resto de los grupos (>70), reflejando una mayor estabilidad ante la fotooxidacion.
Ademas de presentar alto rendimiento de generacién de ROS de tipo Il ('0.), los corroles
también son eficientes en su generacién mediante la via tipo | debido a su elevada
reactividad en comparacion con las porfirinas convencionales. Esto permite mantener la
generacion de especies reactivas de oxigeno en condiciones de hipoxia, util para

tratamientos de tumores profundos (Lemon 2020).
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En su estado monomérico, estos complejos son altamente luminiscentes y se
consideran prometedores como agentes fotosensibilizantes. Recientemente se ha
reportado que los corroles son capaces de agruparse para formar nanoparticulas (NPs)
en suspension acuosa. Sin embargo, debido a sus caracteristicas altamente
hidrofébicas, estas NPs carecen de fluorescencia por un fuerte efecto de quenching (o
extincion) (Oppenheim y col., 2019). Para poder emplearlos en medios biolégicos es
necesario introducirlos en algun tipo de sistema de distribucién y liberacion que permita

lograr una administracion dirigida y selectiva en el tejido diana.
1.4. Sistemas de vehiculizacién

Los avances en nanotecnologia han tenido un impacto significativo en la industria
farmacéutica, especialmente el uso de NPs para transportar y liberar (vehiculizar)
drogas. Las NPs pueden clasificarse, segun su composicion, en: poliméricas,
inorganicas, lipidicas e hibridas (combinacion de composiciones) (Figura 6), en las que
el principio activo se disuelve en la particula, queda atrapado y/o adsorbido o unido a la
superficie (Ciftci y col., 2025). Las NPs poliméricas resultan muy atractivas por su
capacidad de ser disefiadas quimicamente para poseer tamafos y propiedades
especificas y proteger a los fotosensibilizantes, superando sus problemas de solubilidad

y tendencia a agregarse (Conte y col., 2016).

S0gebT

Polimersoma Dendrimero NP lipidica
Micela Polimérica Nanoesfera NP de silice NP de oro

Figura 6. Representacion esquematica de nanoestructuras utilizadas para el
diagnéstico y tratamiento mediante TFD. Adaptado de Mitchell y col., 2021.

Los primeros ejemplos de FS conjugados a NPs surgen en 1990 por Brasseur y

colaboradores (1991), en donde se busco la adsorcién de hematoporfirina en
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nanoparticulas de polialquilcianoacrilato. Sin embargo, los resultados no fueron
prometedores, ya que indicaron una escasa capacidad de transporte y una liberacion
demasiado rapida del farmaco. Un afio después, se reporta por el mismo autor la
encapsulacion de ftalocianina de zinc tetrasulfonada (ZnPcS4) dentro de nanocapsulas
compuestas de poli(isobutilcianoacrilato), presentando un 100% de eficiencia de

encapsulacion.

Para su aplicacion en terapia fotodinamica, estos transportadores tienen que cumplir
con el requisito de ser biodegradables, tener inmunogenicidad minima, suficiente
capacidad de carga, e incorporar al fotosensibilizante sin pérdida o alteracién a su
actividad. La encapsulacion debe proporcionar un entorno donde las moléculas de FS
se encuentren separadas, es decir, reduciendo la agregacion, lo que puede disminuir el
rendimiento cuantico de produccion de oxigeno singlete. Ademas, resulta esencial que
permita una correcta transferencia de energia desde el fotosensibilizante hacia el
oxigeno molecular para la generacién del 'O, y este, una vez generado, pueda difundir

desde dentro hacia afuera de la nanoparticula (Singh y col., 2024).

Segun estudios realizados por Vagena vy colaboradores en 2025, los
nanotransportadores ideales para aplicaciones en TFD presentan un tamafo estratégico
con rango entre 10 y 100 nm para la administracion de los fotosensibilizantes. Este
tamano permite a las nanoparticulas evadir la rapida eliminacién sistémica y filtraciéon
renal a la vez que favorece su acumulacion por los tejidos tumorales mediante el efecto
de permeabilidad y retencion aumentada (EPR). El EPR es un fendmeno fisiopatoldgico
en el cual la red vascular de los tumores sélidos se encuentra inmadura y altamente
porosa, que, junto con un drenaje linfatico defectuoso, produce acumulacion local y

retencion prolongada de estas NPs que transportan al bioactivo (Al-Jamal y col., 2025).

Existe una multitud de tipos de NPs poliméricas, con polimeros biodegradables y no-
degradables. Algunos de los polimeros biodegradables mas empleados en aplicaciones
farmacoldgicas son el poli(acido lactico-co-glicélico) (PLGA) y acido polilactico (PLA).
Las propiedades pueden ajustarse modificando el peso molecular y las proporciones (en
caso de tratarse de un copolimero) para controlar la velocidad de liberacién del farmaco
o la biodegradabilidad de la nanoparticula. Por sus propiedades, el PLGA ofrece una
liberacion rapida del farmaco, mientras que los sistemas combinados PLGA/PLA crean
una barrera fisica mucho mas rigida y resistente a la degradacién. Esta arquitectura

logra una liberacion altamente controlada, retardada y sostenida (Koza y col., 2025).
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Por su lado, el PLA ofrece nanoparticulas que se degradan lentamente por su naturaleza
hidrofébica en un periodo que va desde algunos dias hasta varios meses, dependiendo
principalmente de su peso molecular y cristalinidad. EI PLA altamente cristalino y de alto
peso molecular puede persistir en el cuerpo durante meses o mas, mientras que el PLA
amorfo puede degradarse completamente en semanas. Las NPs basadas en PLA
liberan el compuesto activo en el sitio diana mediante hidrélisis y el acido lactico
generado a partir de la degradacion de PLA se elimina facilmente del cuerpo, lo que
minimiza la toxicidad (Kim y col., 2025). La hidrofobicidad del PLA permite incorporar
fotosensibilizadores como los corroles de manera no covalente, ya que estos no tienen

tendencia intrinseca a difundir hacia el agua.

Para obtener nanoparticulas de PLA con corroles, una de las técnicas mas sencillas es
la nanoprecipitacion, en la cual se mezclan los componentes organicos en un solvente
organico miscible con agua, y se dosifica esta soluciéon a un recipiente con agua bajo
agitacion vigorosa, lo que genera microgotas. La difusién del solvente organico a la fase
acuosa causa la precipitaciéon de los componentes (polimero y corrol) que se
encontraban originalmente en la solucién organica. La nanoprecipitacion es una técnica
versatil y de bajo consumo energético para obtener NPs de tamafo controlado. Las
propiedades finales de las NPs obtenidas van a depender de varios factores,
particularmente de la naturaleza y cantidad de fotosensibilizante, el polimero utilizado
(peso molecular e hidrofobicidad) y la identidad del solvente organico. También va a
depender de las variables de preparacion, como las proporciones finales de las fases,
concentracién del polimero, tasa de goteo y evaporacion. En cuanto a los solventes,
aquellos que presentan una mayor afinidad por el agua, como el dimetilsulfoxido
(DMSO) o la acetona, promueven una difusién mas eficiente del disolvente en fase
acuosa, lo que a su vez condiciona la formacion de particulas mas pequefias. En
contraste, solventes mas pobres, como el tetrahidrofurano (THF), provocan una menor
solvatacion del polimero, lo que lleva a un colapso mas rapido y, consecuentemente,

NPs mas grandes por agregacién (Beck-Broichsitter & Couvreur 2015).

En sintesis, buscamos estudiar las propiedades de nanoparticulas poliméricas
conteniendo corroles fotosensibilizantes, como una primera aproximacién al desarrollo
de sistemas que puedan ser empleados en terapia fotodinamica. En nuestro grupo se
viene trabajando hace varios afios con corroles y metalocorroles con sustituyentes
metilésterfenilo, nitrofenilo y pentafluorofenilo. Entre todos los corroles sintetizados, se
habia observado que los que contienen grupos pentafluorofenilo eran los mas estables

y con fluorescencia mas intensa. Teniendo en cuenta la experiencia previa, en este
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trabajo de Tesina se decidi6 utilizar el corrol (5,15-bis(2,3,4,5,6-pentafluorofenil)-10-(2-
metilcarboxifenil)corrol (DPF2MCcor, Figura 7) de peso molecular de 764,58 g/mol,
inicialmente preparado por Orlowski y colaboradores (2017), para preparar

nanoparticulas poliméricas fluorescentes y fotosensibilizantes.

Figura 7. Estructura quimica del 5,15-bis(2,3,4,5,6-pentafluorofenil)-10-(2-
metilcarboxifenil)corrol.

Este trabajo hace hincapié en el estudio de las propiedades espectroscopicas,
morfoldgicas y fotoquimicas del DPF2MCcor, y en la exploraciéon de su capacidad de

producir Oz singlete bajo irradiacion luminica con luz en la ventana fototerapéutica.
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CAPITULO 2

Objetivos
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2.1. Objetivos generales

El objetivo general del presente trabajo de Tesina es desarrollar nanoparticulas
poliméricas con corroles fluorescentes y fotosensibilizantes, con potencial uso en terapia
fotodinamica. Para esto, buscamos comprender las propiedades fisicoquimicas,
espectroscoépicas y fotoquimicas del corrol DPF2MCcor en solucién y, principalmente,
en el interior de nanoparticulas poliméricas de acido polilactico, entender los factores
que afectan estas propiedades y optimizar su morfologia, fluorescencia, estabilidad en

el tiempo y produccion de oxigeno singlete.

2.2. Objetivos particulares

Para lograr los objetivos generales, los particulares se componen de:

- Sintetizar y optimizar la preparacion por nanoprecipitacion de nanoparticulas
poliméricas con PLA y corrol fluorescente, estudiando el efecto del uso de
diferentes solventes, concentraciones y proporciones corrol/PLA y pesos

moleculares del mismo.

- Estudiar la estabilidad y fluorescencia mediante fluorometria y fotografia entre

las nanoparticulas obtenidas por las distintas condiciones.

- Caracterizar el corrol en solucion y las nanoparticulas obtenidas de corrol y PLA,
por espectroscopia UV/Visible, espectrofluorometria, dispersion dinamica de luz

(DLS) y microscopia electrénica.

- Estudiar in vitro la produccion de oxigeno singlete, realizando ensayos
fotodinamicos bajo irradiacion con luz roja de las nanoparticulas en suspension
y del corrol en solvente organico, utilizando como sonda especifica de '0; el
9,10-dimetilantraceno (DMA).
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CAPITULO 3

Materiales y Metodos
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Como se mencionod en la Introduccion, el corrol utilizado para las caracterizaciones en
solucion y nanoparticulas fue el 5,15-bis(2,3,4,5,6-pentafluorofenil)-10-(2-
metilcarboxifenil)corrol, el cual a lo largo del trabajo se lo abrevia como DPF2MCcor o
DPF, (Figura 7) previamente reportado por Ortowski y colaboradores (2017), y
sintetizado, purificado y caracterizado por el director de Tesina. La pureza del
compuesto se verificO por espectroscopia de RMN y UV/Visible. Los resultados
experimentales de los espectros de UV/Visible, Fluorescencia o DLS recolectados
durante este trabajo, se procesaron con el programa Origin 2024. Las figuras y

esquemas representativos se generaron en los programas PowerPoint y ChemDraw.
3.1. Sintesis de Nanoparticulas por Nanoprecipitacion

Las nanoparticulas de corrol puro (100% DPF2MCcor), de acido polilactico (0% DPF)
con peso molecular de 2 kDa o 10-18 kDa, asi como de corrol/PLA, se obtuvieron por la
técnica de nanoprecipitacion (Kuddushi y col., 2025). Para esto se prepararon
soluciones de corrol, PLA o mezclas, en concentraciones en rangos de 0,0419 mg/mL
hasta 2,1675 mg/mL de corrol y entre 5,5093 y 1,0769 mg/mL de PLA, utilizando
solventes organicos como tetrahidrofurano (THF) o dimetilsulfoxido (DMSO). La mezcla
organica (0,2 mL) se agrego por goteo manual con micropipeta a soluciones acuosas (1
mL) de dodecil sulfato de sodio (SDS) 0,2 M, bajo agitacién vigorosa a aproximadamente
650 rpm. Esto da lugar a formaciéon de nanoparticulas de manera espontanea
obteniendo concentraciones finales en rangos de 1,0000 mg/mL hasta 0,0022 mg/mL
de corrol y 0,5743 hasta 0,1026 mg/mL de PLA. En su mayoria, se buscé mantener
relativamente constante la masa de polimero en todos los puntos y utilizar como variable
la masa de corrol. Las cantidades exactas y el solvente organico empleado es
especificado en la descripcion de cada experimento. A modo de ejemplo, las
concentraciones de los componentes y la proporcion de volimenes de fase organica y
acuosa empleados en la preparacion de nanoparticulas para mediciones de

Fluorescencia y Dispersion Dinamica de Luz, se detallan en la Tabla 1.
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Tabla 1. Concentraciones de corrol y PLA en solvente organico (THF) y para un volumen
final de 2 mL de SDS 0,2 M y 0,2 mL de THF (10:1) (Ac). Las soluciones orgéanicas se
prepararon mezclando una solucion de DPF2MCcor (1,5 mg/mL en THF) y una de PLA
(4 mg/mL en THF) en distintas relaciones. Ademas, se especifican las relaciones en
masa DPF/PLA porcentual para cada punto.

Punto DPF™Mf(mg/mL) PLA™f(mg/mL) DPFA°(mg/mL) PLAA°(mg/mL) %

1 1,0000 - 0,1667 - 100
2 0,4615 1,0769 0,0769 0,1795 30
3 0,1441 1,0546 0,0240 0,1758 12
4 0,0687 1,0687 0,0115 0,1781 6
5 0,0208 1,0226 0,0035 0,1704 2
6 0,0105 1,0298 0,0017 0,1716 1
7 0,0055 1,0332 0,0009 0,1722 0,5

La sintesis se realizd a temperatura ambiente (24-28°C), bajo proteccién de la luz para
evitar la fotodegradacion del corrol, pero en atmaésfera de aire. En los casos en los que
se utilizé THF, las suspensiones de NPs se mantuvieron bajo agitacion posterior a la
sintesis para facilitar la evaporacion del solvente organico hasta volumen constante. En
cambio, para los casos en los que se haya empleado DMSO, el solvente organico no se
removié de la suspension. Las NPs se mantuvieron en la oscuridad a temperatura
ambiente para su rapida utilizacion o almacenadas en suspension a 4°C en caso de
requerir tiempos mas prolongados antes de su aplicaciéon. Sin pasos posteriores, estas

suspensiones se caracterizaron por diversas técnicas.
3.2. Caracterizacion de Nanoparticulas
3.2.1. Dispersion Dinamica de Luz

Se determind la distribucidén de tamanos, los diametros hidrodinamicos (Ds) y el indice
de polidispersidad (IPD) de la serie de nanoparticulas obtenidas segun la Tabla 1,
mediante Dispersiéon Dinamica de Luz (DLS), utilizando el equipo Litesizer 500 (Anton
Paar). Ademas, se analizaron los correspondientes controles de NPs 100% DPF2MCcor
y 100% PLA (2 kDa y 10-18 kDa). Las muestras se diluyeron con agua ultrapura (MilliQ)
hasta obtener un porcentaje de transmitancia de 80%. Se utiliz6 un angulo de deteccion
de 90° y la medicion se realizé a 25°C. Para cada muestra, el equipo realiza tres

mediciones repetidas de DLS consecutivas, lo cual se utilizé para obtener parametros

Pagina | 24



Giorda Valentina CAPITULO 3

estadisticos que permitieron calcular las desviaciones estandar (SD) de los Dy, e IPD de

cada variante dentro de una misma muestra.
3.2.2. Microscopia Electrénica de Barrido

Se analizaron morfolégicamente NPs 100% DPF2MCcor, 100% PLA 10-18 kDa y 2,9%
DPF/PLA 10-18 kDa mediante Microscopia Electrénica de Barrido (SEM) utilizando el
modelo FIB Carl Zeiss Crossbeam 350 (SECEGRIN). Las NPs se liofilizaron
previamente y el producto liofilizado se resuspendié en agua ultrapura. Luego se sonico
durante unos minutos en bafio de ultrasonido, y posteriormente se centrifugd por 15
minutos a 24000 rpm vy el pellet se resuspendié nuevamente con el fin de eliminar el
surfactante que puede interferir con la visualizacién de las NPs. Las muestras se
depositaron luego sobre el soporte de analisis SEM y visualizadas a 2 kV. Este analisis
resultd particularmente util para evaluar la homogeneidad estructural, la presencia de

agregados, defectos o porosidad, y para validar los resultados obtenidos por DLS.
3.2.3. Espectroscopia de Energia Dispersiva

El analisis elemental se realizé mediante espectroscopia de energia dispersiva (EDS)
de equipo acoplado al SEM (FIB Carl Zeiss Crossbeam 350). El analisis se aplico sobre
las regiones de las imagenes SEM de NPs 2,9% DPF/PLA 10-18 kDa de mejor perfil y

definicion morfolégica para determinar la composicion quimica de estas nanoparticulas.
3.3. Espectroscopia UV/Visible

Las mediciones de espectroscopia UV/Visible se realizaron con un espectrofotémetro
Shimadzu UV-2401 PC, con lamparas de deuterio y halégeno, empleando una cubeta
de cuarzo de 10 mm de paso 6ptico. El registro para cada experimento fue realizado en
un rango de 200 a 1000 nm a una velocidad de barrido media. Se realizaron blancos
previos de solvente organico (THF o DMSO, segun corresponda) para las mediciones

de corrol disuelto, y de SDS 0,2 M para las suspensiones de NPs.

Esta técnica se empled para determinar si el DPF2MCcor permanece en su estado
neutro, si se deprotona, o si se oxida para producir un radical corrol, analizando
principalmente los cambios en las bandas Soret (400 - 450 nm) y Q (500 - 700 nm).
Ademas, se empleé para determinar y comparar la identidad entre NPs 100%
DPF2MCcor y NPs 1,1% DPF/PLA 10-18 kDa y en relacion al corrol disuelto en THF.
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3.4. Espectroscopia de Fluorescencia y Fotografias
3.4.1. Espectroscopia de Fluorescencia

Todas las mediciones se realizaron utilizando un fluorimetro PerkinElmer LS 55
equipado con el software FL WINLAB. Se utilizé una cubeta de fluorescencia de cuarzo
de paso 6ptico de 10 mm en la direccion de excitacion y 2 mm en la direccidon de emision.
Para la excitacién se utilizé un rango de 350 - 625 nm y para la emisién un rango de 500
- 800 nm. Se utilizaron anchos de rendija de 10 nm, y el voltaje del fotomultiplicador se
ajusté a 700 V.

Primeramente, esta técnica se utilizé para determinar el grado de agregacion del corrol
en solvente organico en funcion a su concentracion en THF. Tras realizar un blanco de
solvente puro, se adicionaron a la cubeta alicuotas graduales de corrol proveniente de
una solucion madre de concentracion inicial de 0,15 mg/mL (196 uM) de DPF2MCcor.
Se registraron los espectros de emision (Aem = 656 nm) y excitacion (Aexc = 414 nm) en
un rango de concentraciones de 0,0003 mg/mL (0,39 uM) hasta 0,0189 mg/mL (25 uM)

de corrol.

Ademas, se determind el rendimiento cuantico de la fluorescencia del corrol en solvente
organico (®prr, relacion de fotones emitidos por foton absorbido) por el método relativo
(Wurth y col., 2013), integrando la banda fluorescente del espectro de emision,
determinando la absorbancia a la longitud de onda de excitacién, y comparando estos

valores con los del estandar Tetrafenilporfirina de Zinc (ll) (ZnTPP) segun la férmula:

o —® Ippr Aznrpp
ppF = PznrpPp * I * 2
ZnTPP DPF

Donde ® es el rendimiento cuantico, I son las intensidades integradas de emisién y A
son las absorbancias en la longitud de onda de excitacion, la cual es obtenida mediante
la ley de Beer (A = cbh€).

Por ultimo, mediante esta técnica se analizaron las nanoparticulas sintetizadas con PLA
de 2 kDa y 10-18 kDa siguiendo las concentraciones de la Tabla 1. Inicialmente se
realizé un blanco de SDS 0,2 M y para las mediciones se realizaron diluciones con agua
ultrapura de 1/9 paralos puntos 1y 2, 1/5 para los puntos 3y 5y de 3/11 para los puntos
5, 6 y 7 (puntos especificados en Tabla 1). Para el registro de las poblaciones
monomeéricas, se obtuvieron los espectros de excitacion con Aexc = 425 nm para todas

las NPs y de emisidn con Aem = 665 nm para la serie de NPs sintetizadas con PLA 2 kDa
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Y Aem = 650 nm para las de PLA 10-18 kDa. Para registrar la respuesta de las
poblaciones de corrol dimérico sobre las NPs sintetizadas con PLA 10-18 kDa, se utilizé
Aexc = 458 nm para los puntos 1, 2, 3,6 y 7, Aexc = 485 nm para los puntos 4y 5 y Aem =
625 nm para toda la serie. Las longitudes de onda se elegieron de acuerdo a los

maximos de los espectros de excitacién y emision en cada medicion.
3.4.2. Seguimiento por Fotografia

Para un seguimiento cualitativo, se realizdé un registro fotografico de la intensidad de
fluorescencia de nanoparticulas en diferentes relaciones DPF/PLA 2 kDa y 10-18 kDa
bajo luz ultravioleta de 365 nm. Para el PLA 10-18 kDa, la sintesis se realizé siguiendo
las concentraciones de la Tabla 1. Por otro lado, para el PLA 2 kDa se evalué una misma
cantidad de puntos con porcentajes de relacion en masa DPF/PLA 2 kDa similares a las
utilizadas para el polimero de mayor peso molecular, pero con concentraciones finales
para el DPF2MCcor en SDS 0,2 M entre 0,0834 y 0,0022 mg/mL y para el polimero en
concentraciones variantes entre 0,2119 y 0,1026 mg/mL. En cada registro se incluyé
como control de referencia de maximo de fluorescencia un vial del corrol disuelto en el
mismo solvente que se utilizé para la sintesis (THF en ambos casos) de concentracion
0,1167 mg/mL.

Las suspensiones se mantuvieron a temperatura ambiente y protegidas de la luz durante
1 dia en el caso de las NPs sintetizadas con PLA 2 kDa y 36 dias para las de PLA 10-
18 kDa. Durante este tiempo se monitored la presencia de agregados, cambios en el
color y se realizé la toma de fotografias, siempre desde una misma distancia, angulo y

con una misma camara y operador.
3.5. Determinacion de la Estructura Cristalina de DPF2MCcor
3.5.1. Cristalizacion

El corrol DPF2MCcor se disolvié en CH2Cl> en un vial de vidrio con tapa, dando lugar a
una solucién muy concentrada, sobre la cual se vertié cuidadosamente n-hexano, en un
volumen dos a tres veces mayor que el de CH2Cl,. El vial se cerré y se guardé en la
heladera. Al cabo de unos dias aparecieron cristales con forma de aguja y color violeta
oscuro. Estos se lavaron con hexano, y se guardaron en un tubo Eppendorf sumergidos
en hexano, para su envio a la Dra. Carina Gaviglio (CNEA, Buenos Aires). Estos
cristales resultaron no difractar lo suficiente para poder determinar su estructura por

difractometria de rayos X, por lo que la Dra. Gaviglio repitié el mismo procedimiento,
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pero utilizando n-pentano en lugar de n-hexano, resultando en cristales de la misma

morfologia, y con calidad adecuada para su determinacion cristalografica.
3.5.2. Determinacion Cristalografica

Se realizaron mediciones de difractometria de rayos X de monocristal empleando el
difractometro Bruker del Departamento de Fisica de la Materia Condensada de la GlyA,
CNEA, Buenos Aires. El modelo del equipo es el D8 Quest ECO equipado con una
fuente de Mo Kq (A = 0,71073 A), monocromador de grafito y detector PHOTON 50 TM
CMOS. La medicién se realizé a 80 K utilizando el dispositivo Oxford Cryosystems
Cryostream 800. El procesamiento de los datos se llevé a cabo con el software Apex3 'y
se aplicaron correcciones multi-scan. Se emplearon métodos directos SHELXT en la
resolucion y refinamiento de la estructura. Los ajustes por minimos cuadrados basados
en F2 se realizaron con SHELXL utilizando el software Olex2 1.5. Se utilizé el software

Mercury para la visualizacion de la estructura y la seleccion de figuras.
3.6. Liofilizacion de Nanoparticulas

El proceso de liofilizacidon se aplicod a nanoparticulas de formulaciéon 100% DPF2MCcor,
100% PLA 10-18 kDay 2,9% DPF/PLA 10-18 kDa. El producto liofilizado se resuspendié
en agua ultrapura hasta alcanzar un volumen aproximado al original. Se realizé un
analisis macroscoépico de la suspension para detectar la presencia de agregados y/o
diferencias en el color y, para el caso de las NPs 2,9% DPF/PLA, se verifico si
permanecia su fluorescencia original bajo luz ultravioleta (365 nm). Los resultados
fueron registrados mediante fotografias. Ademas, estas tres variantes de NPs se

caracterizaron por SEM (seccion 3.2.2).

3.7. Ensayos in vitro de Produccion de Oxigeno Singlete

La generacién de oxigeno singlete por efecto del DPF2MCcor se evalué de manera
cualitativa y semicuantitativa en tiempo real empleando 9,10-dimetilantraceno (DMA)
como sonda especifica. EIl DMA es una molécula aromatica que presenta absorcién en
la region violeta - azul del espectro electromagnético (300 - 420 nm). Sin embargo, al
interaccionar selectivamente con el oxigeno singlete, el DMA se transforma en un
endoperoxido estable de 9,10-dimetilantraceno, el cual carece de absorcién (Figura 8).
Esta propiedad permite utilizar la disminucién de la absorbancia del DMA como un

indicador directo de la generacién de 'O, (Gross y col., 1993).

Pagina | 28



Giorda Valentina CAPITULO 3

O2
CHs CHa
-+ —
z
CHa CHs

DPF2MCcor (°FS") 9,10 - dimetilantraceno Endoperoxido

Figura 8. Esquema del fenébmeno molecular que da lugar a la generacién de oxigeno
singlete y el producto de su interaccion con la sonda especifica.
La disminucién de la absorbancia del DMA se monitore6 mediante espectroscopia
UV/Visible al someter, a las muestras saturadas de aire, a irradiacién de luz de
longitudes de onda dentro del espectro del rojo utilizando luces LED de 630 nm, durante
tiempos controlados. Se colocaron los viales que contenian a las suspensiones a una
distancia de aproximadamente 5 cm del LED rojo. Independientemente se determinéd
que la intensidad de luz de estos LEDs, a la distancia a la que se colocaron los viales,
es aproximadamente de (40 + 10) mW/cm?. Los ensayos se realizaron tanto en solucién
organica DMSO como en nanoparticulas poliméricas. Las muestras se protegieron
cuidadosamente de la exposicion a la luz blanca durante todo el procedimiento para

evitar absorcion de luz inespecifica y resultados erroneos por efecto de fotodegradacion.
Finalmente, se determiné la constante de tiempo (T) del DMA tanto en DMSO como en

agua, del DPF2MCcor y del estandar ZnTPP.
3.7.1. En solucién organica (DMSQO)

Se evaluaron tres sistemas experimentales, cada uno preparado en idénticas
condiciones y saturados de aire. En todos los casos, se utilizé una concentracion de
sustrato DMA de 0,1468 mg/mL (712 yM) y de fotosensibilizante (corrol y estéandar) de
0,0183 mg/mL (24 u 26 uM respectivamente). El primer sistema consistié en un control
de DMA en ausencia de fotosensibilizante. El segundo, de una solucién de DMA y
DPF2MCcor en relacion molar 8:1 respectivamente y, por ultimo, un sistema referencia
compuesto por DMA y Eosina Y, también en relacion 8:1. Cada sistema se irradié por
un periodo total de 8 minutos, dividido en intervalos separados por 1 minuto en
oscuridad, con el fin de evitar el calentamiento excesivo de las muestras y una
consecuente degradacion térmica. Antes de la medicion se realizé un blanco con DMSO
y las muestras se diluyeron con el mismo solvente hasta alcanzar una densidad éptica

adecuada.
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La determinacion de la constante de tiempo (t) se realizé por ajuste exponencial en
Origin 2024 de AAoma = Asre-Asesr obtenidos a partir del espectro de absorbancia y

normalizado dividiendo por el valor a tiempo cero (AA%wa).
3.7.2. En nanoparticulas de PLA 10-18 kDa

En nanoparticulas el estudio se realizé sobre cuatro sistemas, todos preparadas en las
mismas condiciones, con PLA 10-18 kDa y saturadas de aire; el control, conformado por
NPs 2% DMA/PLA (0,0932 mg/mL) en ausencia de fotosensibilizante. Otro sistema fue
compuesto por NPs 1,6% DPF/PLA (0,0070 mg/mL de corrol) con DMA adicionado en
la mezcla de THF antes del goteo en agua en relacion DMA:DPF de 13:1. Como
sistemas estandar, se sintetizaron NPs 1,7% FS/PLA, donde FS corresponde a ZnTPP
(estandar positivo) y Fluoresceina amina | (FLA, estandar negativo), ambos en relacion
DMA:FS de 8:1 (0,0115 mg/mL de fotosensibilizante). Las NPs de corrol y DMA se
irradiaron con luz roja por 30 minutos, aplicando intervalos progresivos de 2 minutos en
tiempos iniciales, 4 minutos para las mediciones intermedias y 6 minutos hacia el final.

En cambio, para los estandares, el analisis fue de 18 minutos totales.

La determinacion de T se realizé de la misma manera que para el DMA en solvente

organico, utilizando diferentes maximos de absorcién: AApma = As00-Asss normalizado por
AA%wa. El analisis también se realizo para los fotosensibilizantes DPF2MCcor y ZnTPP,
debido a un posible efecto de autosensibilizacion. En este caso, el decaimiento
exponencial se calculd tanto para el corrol como para la porfirina a partir de las trazas

de AArs = Aszs-As70, igualmente normalizado por su valor a tiempo cero (AA%s).
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4.1. Estructura Cristalina y Molecular de DPF2MCcor

La estructura cristalina de DPF2MCcor se determiné por difraccion de rayos X (DRX) de
monocristal, a partir de monocristales obtenidos por evaporacion lenta de una solucion
del corrol en CH2Cl> con n-pentano. Los parametros cristalograficos se resumen en la
Tabla 2 y en la Figura 9 se muestran visualizaciones de la estructura molecular y el

empaquetamiento molecular en el cristal.

a)

Figura 9. Vista superior (a) y frontal (b) de la estructura molecular de DPF2MCcor, y
vista superior (c) y frontal (d) de un dimero de DPF2MCcor, provenientes de la
estructura cristalina. Se indican algunas distancias N-N y F-F, angulos dihedros y la
denominacion de los anillos pirrélicos.

La estructura cristalina de DPF2MCcor muestra un empaquetamiento producido por
interacciones no-covalentes, de tipo 1-stacking, entre unidades discretas del corrol. El
empaquetamiento se basa en dimeros de corroles en una conformacion anti y eclipsada,
con una distancia minima entre los anillos centrales de 3,199 A, que se da entre los
atomos de N de los anillos pirrolicos A y D. Estos dimeros se encuentran ademas
estabilizados por interacciones F-F entre los grupos meso-pentafluorofenilo, con
distancias de 2,803 A y 2,856 A, y por puentes de H débiles entre el carbonilo de un
grupo meso-2-metilcarboximetilo de un corrol y un atomo de H del anillo pirrélico A del

otro corrol. Estos dimeros se empaquetan mediante interacciones 1-stacking de sus
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grupos meso-arilo con otros dimeros, pero no se mantiene el apilamiento entre los

nucleos tetrapirrolicos.

Tabla 2. Datos cristalograficos de DPF2MCcor

i 3
Aspecto Violeta, bloque 0,30 x 0,20 x 0,10 mm

Formula quimica CaoH18F 10N4O2

Peso Molecular 764,58

Grupo Espacial Monoclinico C 1 2/c 1

a=29416(3) A

b 11,1735(10)A
Parametros de c 227:738519) A

Celda B=112,184(3)°

y =90°
Volumen de 6627,1(10) Az
Celda
3
Densidad 1,533 g/cm

En la molécula de corrol, el anillo tetrapirrélico se encuentra distorsionado por la
repulsion estérica de los atomos de H de la cavidad central, con el anillo D formando un
angulo de ~22° con el plano conformado por los anillos A, B y C. Los grupos meso-
pentafluorofenilo se encuentran aproximadamente perpendiculares al anillo
tetrapirrolico, con angulos dihedros C(a)-C(meso)-C(1-Ph)-C(2-Ph) de 109,0 °y 104,7 °.
C(a) es el carbono adyacente al N, C(meso) el que conecta dos pirroles, C(1-Ph) el
atomo directamente unido a C(meso) y C(2-Ph) el adyacente en el anillo
pentafluorofenilo). Los d&ngulos relativamente cercanos a 90° entre los anillos
pentafluorofenilo y el anillo tetrapirrdlico se deben a la repulsidon estérica entre los
atomos de F y los atomos de H exteriores de los pirroles. Su presencia posiblemente

dificulta el apilamiento facial de los anillos tetrapirrélicos mas alla de dimeros.
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4.2. Caracterizacion de DPF2MCcor en solucién organica

4.2.1. Efecto de la concentracion en los Espectros UV-Visible y de

Fluorescencia

Uno de los factores que inducen el fendmeno de quenching de la fluorescencia es la
elevada concentracion de DPF2MCcor en el medio, ya que provoca la agregacion de
moléculas y, con ello, una disminucion de la fluorescencia intrinseca del corrol. La
agregacion puede inducir cambios en la simetria y en la distribucion electronica del
sistema, lo que se refleja en alteraciones en las caracteristicas espectrales de absorcion,

excitacion y emision (Oppenheim y col., 2019).

Utilizamos las técnicas de espectroscopia de fluorescencia y UV/Visible para determinar
efectos de agregacion de las moléculas de DPF2MCcor. Estas técnicas resultan
particularmente adecuadas ya que las bandas Soret (400 - 450 nm) y Q (500 - 700 nm)
son muy sensibles a estos cambios estructurales. Para esto adquirimos para soluciones
de DPF2MCcor en THF a concentraciones crecientes, espectros de absorbancia, de
excitacion (Aem = 656 NM) y emision (Aexc = 414 nm), presentados en las Figuras 10-ay
10 — b. Las trazas de intensidad emisiéon (Aem = 656 NmM) normalizada por concentracion
y las trazas de excitacion con Aexc monsmero = 414 nm para detectar el cambio en la especie
monomeérica Y Aexc dimero = 444 Nm para la especie dimérica, se muestran en la Figura 10
— ¢. Los resultados muestran modificaciones espectrales que sugieren interacciones

intermoleculares debido a la cercania molecular.
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Figura 10. (a) Absorb
en THF. (b) Espectro

ancia del corrol normalizada por concentracion de DPF2MCcor
s de fluorescencia del corrol para Aexc = 414 nm y Aem = 656 nm

normalizados por concentracion de DPF. (c) Trazas de los maximos de intensidad de
emision normalizada (violeta) y maximos de banda Soret para Acxc = 414 nm (rosado) y

Aexc = 444 nm (naranja) sin normalizar.
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A bajas concentraciones (concentracion inicial 11,2 uM), el espectro de absorbancia del
DPF2MCcor en THF corresponde a su estado neutro, con bandas Soret de maximo en
414 nm y un hombro hacia 422 nm y tres bandas Q con maximos en 568, 615 y 642 nm
(Figura 10 - a). Conforme se aumenta la concentracion, no se observan cambios
espectrales, excepto por la aparicion de un pico a 414 nm que crece rapidamente con
la concentracion. Es posible que este pico se deba a la aparicién de una especie nueva,
pero no se puede descartar que sea un efecto instrumental a altos valores de
absorbancia. No resulté posible hacer otros experimentos independientes para verificar
si este pico corresponde a una especie real en la solucion. En conjunto, vemos que en
el rango de concentraciones estudiado (11,2 - 151 uM), la espectroscopia UV/Visible no
resulta apropiada para observar claramente efectos de agregacion. Por esta razon

realizamos mediciones de Fluorescencia.

El fendbmeno de agregacion en cambio es muy evidente en los espectros de emision y
excitacion presentados en la Figura 10 - b. Inicialmente, la excitacién tiene un pico
maximo en 414 nm, acompanado de una buena intensidad de emisién. Sin embargo, al
aumentar la concentracion de corrol, la intensidad relativa de este pico comienza a
disminuir y aparecen dos nuevos picos con maximos en 394 y 431 nm. Estos picos se
corren hacia el azul y el rojo respectivamente a medida que la concentracién de corrol
aumenta, posicionandose finalmente en maximos a 370 y 444 nm. Las bandas Q
mantienen su forma tras el gradual aumento de concentracion de corrol, o que sugiere
que estas bandas estan menos afectadas por las interacciones intermoleculares. Es
posible observar que la relacion de intensidades entre las bandas Q y la banda Soret

podria utilizarse para establecer el caracter monomérico o agregado del corrol.

Los datos de la Figura 10 — b, ademas, nos permitieron obtener el rendimiento cuantico
de fluorescencia del DPF2MCcor (®ppr) por método relativo de comparacion con
estandar ZnTPP como fue explicado en la seccién 3.4.1. Segun Wagner R. y
colaboradores (1995), el rendimiento cuantico de fluorescencia de la Tetrafenilporfirina
de Zinc (1) es ®znree = 0,033, y su coeficiente de absorcién molar es ezatep = 574.000 M-
'em™', ambos valores obtenidos en tolueno (PhotochemCAD, 2026). Por analisis de los
espectros, determinamos que el area bajo la curva del espectro de emisién para la
porfirina de concentracion 2,06x10 M es de 39.072. Para el DPF2MCcor, esta integral
resulta de 35.931 para una concentracion de 6,33x10° M y su coeficiente de absorcion
molar es en estas condiciones gppr = 110.000 M-'cm™. Con estos datos, aplicamos la

formula:
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35.931 574.000 M lcm™1%2,06x107°M

@, = 0,033
DPF *39.072 " 110.000 M-Tcm-1 = 6,33x10-6 M

= 0,051

El valor de rendimiento cuéntico del corrol (®opr = 0,051) resulté superior al reportado
para la porfirina (®z.rer = 0,033). Este comportamiento concuerda con lo reportado por
Mahammed y Gross en 2002, donde se ha observado que los corroles exhiben
rendimientos cuanticos de fluorescencia mayores que los de las porfirinas. Esto se
atribuye principalmente a la mayor rigidez estructural del corrol, que disminuye la
pérdida de energia por relajacion vibracional de la molécula. Sin embargo, hay que tener
en cuenta que los solventes organicos empleados para la determinacion fueron

diferentes para cada compuesto (THF en el caso del corrol y tolueno para la porfirina).

En la Figura 10 — ¢, al analizar los cambios sin normalizacion observamos primero un
incremento lineal con la concentracion, con un maximo para [DPF2MCcor] = 4,60 uM,
seguido de un decrecimiento no lineal (traza rosada, Aexc = 414 nm). Por otro lado, la
intensidad a Aexe = 444 nm aumenta con un perfil sigmoideo lo que se puede asociar a

espectros de dimeros u oligdbmeros (traza naranja) (Sharma y col., 2021).

4.2.2. Efecto de la Deprotonaciéon por Espectroscopia UV/Visible y de

Fluorescencia

Los corroles poseen tres protones ionizables en su cavidad central, el primero de los
cuales es relativamente acido, y puede ser removido con distintas bases moderadas,
como las aminas (Tarai y col., 2023). Es posible aumentar la fluorescencia roja
intrinseca del DPF2MCcor al intervenir en el grado de protonacién de la cavidad central
del corrol, provocando una mono deprotonacion de grupos NH. Los corroles anionicos
(corHz™) poseen mayor fluorescencia que los corroles neutros (corHs), debido a la
planarizacién del anillo dada por la reduccion de la repulsion estérica entre los protones
de la cavidad corrdlica. Sin embargo, su carga negativa podria facilitar su oxidacion a
un radical corrol, no fluorescente y potencialmente menos estable (Yadav & Sankar,
2017).

En este contexto, realizamos espectroscopia UV/Visible y de Fluorescencia con Aexc =
445 nm y Aem = 650 nm para el DPF2MCcor en THF con titulacion de trietilamina (EtsN)

como base. Los resultados obtenidos se presentan en la Figura 11.
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Figura 11. (a) Espectros UV-Vis de DPF2MCcor en THF en estado neutro (lila) y
deprotonado (violeta). Inset: Arriba, las bandas Q del DPF tras el gradual agregado de
EtsN. Debajo, fotografias de las soluciones de corrol neutro y deprotonado bajo luz
natural (panel izquierdo) y bajo luz ultravioleta a 365 nm (panel derecho). (b) Espectros
de excitacion y emision del corrol neutro (lila) y deprotonado (violeta). (c) Esquema
molecular de los estados evaluados del corrol.
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De la misma forma que se observa en la Figura 10 - a, el espectro de absorcién del
DPF2MCcor neutro en THF de la Figura 11 — a se caracteriza por una banda Soret de
maximo en 414 nm acompanado de un hombro a 422 nm, y tres bandas Q mas débiles
con maximos ubicados en 568, 615 y 642 nm. Al inducir la deprotonacion, se observa
un corrimiento del espectro hacia el rojo. La intensidad de la banda Soret a 414 nm
decrece al mismo tiempo que se incrementa a 428 nm. El maximo de mayor energia de
las bandas Q disminuye y se desplaza hacia 580 nm, a la vez que aumentan
concomitantemente las dos bandas de mayor longitud de onda, los cuales se integran
con un unico maximo en 632 nm, simplificando las tres bandas iniciales en dos finales.
Tras la deprotonacioén, se mantienen dos puntos isosbésticos claros, posicionado en 421
nm para la banda Soret y en 584 nm para las bandas Q, lo cual indica una conversion
quimica limpia entre dos Unicas especies, es decir, el corrol protonado y deprotonado.
Los datos numéricos correspondientes a los cambios inducidos por la trietilamina en el

espectro de absorcién del corrol, son resumidos en la Tabla 3.

Bajo luz natural, el corrol disuelto en THF presenta un color azul fuerte, mientras que,
tras el ultimo punto de la titulacion con base, esta solucién cambia a un color verde claro.
Ademas, este cambio viene acompafado con un aumento en la intensidad de la
fluorescencia bajo luz ultravioleta a 365 nm, donde el corrol deprotonado muestra una
fluorescencia roja a simple vista mas intensa que el corrol en estado neutro, el cual
parece tener zonas saturadas a pesar de presentar la misma concentracion (Inset,
Figura 11 - a). Este efecto se confirma en el resultado de la Figura 11 — b, ya que al
excitar a los distintos estados del corrol en mismas condiciones a 445 nm, el corrol
deprotonado (espectro violeta) muestra una mayor intensidad tanto del espectro de
excitaciéon como de emisién en comparacion al corrol en estado neutro (espectro lila).
Adicionalmente, los maximos de excitacién y emisién sufren un desplazamiento hacia el
rojo y el azul respectivamente. Las longitudes de onda maximas obtenidas se detallan

en la Tabla 3.
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Tabla 3. Longitudes de onda de las intensidades méaximas de las bandas Soret y Q con
sus respectivos valores épsilon (¢) y los maximos de intensidad de los espectros de
emision y excitacion para el corrol en estado protonado y deprotonado.

Espectroscopia UV-Visible

Soret (nm) y € (M'cm™) Q (nm)y e (M'ecm™)
414 568 615 642
DPF Protonado (1,00x10°) (1,72x10Y)  (1,08x10%)  (5,46x10%)
DPF 428 580 632
deprotonado (1,09x10°) (1,33x10%) (2,54x10%)
Espectroscopia de fluorescencia
Excitacion (nm) Emision (nm)
DPF protonado 444 655
DPF
deprotonado 449 638

Estos resultados pueden indicar que el corrol anidnico presenta una menor tendencia a
la agregacion, ya que se pierde uno de los grupos NH capaces de dar lugar a enlaces
puente de hidrogeno entre otras moléculas corrol y, ademas, el grupo negativo N-
resultante puede favorecer la repulsion electrostatica intermolecular y minimiza el

apilamiento 1r-1r.
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4.3. Caracterizacion de Nanoparticulas DPF2MCcor/PLA
4.3.1. Determinacion de la identidad por Espectroscopia UV/Visible

Determinamos la identidad espectral de nanoparticulas 100% DPF2MCcor y en distintas
composiciones DPF/PLA mediante espectroscopia UV/Visible. El objetivo fue identificar
variaciones en la absorbancia del corrol vinculadas con su disposicion dentro de la
nanoparticula e interacciones con el medio. La Figura 12, compara el espectro del corrol
disuelto en THF (0,0086 mg/mL, 11,2 uyM) frente a NPs 100% corrol (0,3167 mg/mL) y
NPs 1,1% DPF/PLA 10-18 kDa (0,0032 mg/mL).
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Figura 12. Espectros de absorbancia de NPs 100% DPF y 1,1% DPF/PLA 10-18kDa
normalizado por maximo de absorbancia. Inset: amplificacién de los espectros en la
region de las bandas Soret.

En todos los casos, los espectros siguen el perfil caracteristico del corrol, una banda
Soret de alta intensidad junto a un hombro y tres maximos de menor intensidad
correspondientes a las bandas Q (Figura 12), como se estudio en la seccion anterior.
Sin embargo, para las NPs 1,1% DPF/PLA 10-18 kDa, el maximo de la banda Soret
presenta un corrimiento hacia el azul de 2 nm, desplazandose de 414 a 412 nm, junto
con una disminucion de intensidad del hombro posicionado a 422 nm. En el caso de las
NPs 100% corrol, el desplazamiento es mas notorio, situando al nuevo maximo en 409
nm. La banda Soret para estas NPs se ensancha notablemente y el hombro desaparece.

Por el contrario, las bandas Q permanecen inalteradas ante los cambios de
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concentracién de corrol, solo demuestran ensanchamiento del espectro propio a las

variaciones del entorno.
4.3.2. Determinacion de Tamanos mediante DLS

Como fue mencionado en la introduccion, el tamano de las nanoparticulas es un factor
determinante en el disefio racional de un sistema para la terapia fotodinamica.
Normalmente, el diametro ideal varia entre 10 a 100 nm, lo que proporciona una
acumulacion satisfactoria a través del efecto EPR (Vagena y col., 2025), en el sistema

vascular de tumores.

Realizamos la determinacion de los diametros hidrodinamicos de nanoparticulas
sintetizadas con PLA 2 kDa y PLA 10-18 kDa en todas las relaciones porcentuales
DPF/PLA de la Tabla 1. El objetivo fue identificar el perfil polimérico y la composicion
optima que minimice la polidispersidad dentro del rango de tamarfos de 10 a 100 nm.
Ademas, este analisis nos permite determinar si la carga de corrol dentro de la
nanoparticula influye en su tamano final. Los resultados se presentan en las graficas de

la Figura 13.
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Figura 13. (a) Distribuciones de tamafio hidrodinamico obtenido por DLS para NPs
DPF2MCcor/PLA 2 kDa para las diferentes relaciones DPF/PLA. Inset: Arriba,
fotografia de las NPs analizadas bajo luz natural y, en el mismo orden, bajo luz

ultravioleta (365 nm). Abajo, gréfica de puntos de los Dy en funcion al %DPF con sus
respectivas desviaciones estandar. (b) Mismo analisis para NPs DPF2MCcor/PLA 10-

18 kDa.
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Todas las variantes presentan una distribucion monomodal (area bajo la curva
correspondiente 100% a un unico pico), es decir, no presentan subpoblaciones
separadas. El PLA 2 kDa ofrece nanoparticulas con diametros hidrodinamicos finales
en un rango de 144 a 245 nm, picos anchos y distribucion interna de tamanos elevada
(Figura 13 — a). Por otro lado, para el PLA 10-18 kDa los Dy varian entre 96 y 128 nm,
los picos son mas angostos y la distribucién de tamafio es mas reducida en comparacion
con el polimero de menor peso molecular (Figura 13 — b). Estas diferencias de tamafios
dependientes del peso molecular del PLA, pueden deberse a que durante la técnica de
nanoprecipitacion, el crecimiento espontaneo de las NPs formadas luego del contacto
entre el solvente y el agua, es mas lento para un polimero de considerable peso
molecular (Seremeta y col., 2013). Entonces, esperamos que el PLA 10-18 kDa aumente
la viscosidad del medio organico y de lugar a una formaciéon mas lenta de NPs, lo que

conlleva a que la poblacién sea mas homogénea y de menores diametros.

El indice de polidispersidad (IPD) es ligeramente superior para el PLA 2 kDa, pero en
ambos casos se encuentra dentro de un rango aceptable (0,2). En este punto, es
necesario tener en cuenta lo mencionado en la seccion de introduccion en referencia al
solvente organico utilizado, ya que el THF puede estar provocando agregacion de los
componentes al entrar en contacto con el medio acuoso al provocar una velocidad de
difusion baja en comparacion con otros solventes, lo que impacta en el IPD final

obtenido.

No observamos relacion entre los tamafos obtenidos para las nanoparticulas con la
cantidad en masa de corrol presente, lo que sugiere que, dentro del rango de masas de
corrol analizado, la carga de fotosensibilizante no tiene incidencia sobre el tamafio final

de estos transportadores.

Por otro lado, encontramos que el diametro de las nanoparticulas 100% DPF2MCcor
resulté diferente para la serie de NPs sintetizadas con PLA 10-18 kDa (96,3 £ 0,7 nm) y
la serie de PLA 2 kDa (143,8 £ 9,0 nm). Esta variacion probablemente se deba a un
error operativo o ambiental, ya que se sintetizaron en dias diferentes y tanto la
temperatura como la velocidad de agitacion o goteo pueden influir en las propiedades
finales de las nanoparticulas. En la Tabla 4, se presentan los D, que representan la
media aritmética de los valores obtenidos por DLS para cada suspensién, junto al valor

de desviacion estandar correspondiente.
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Tabla 4. Diametros hidrodinamicos obtenidos para cada composicion de nanoparticulas
para PLA 2 y PLA 10-18 kDa, con sus respectivas desviaciones estandar.

Diametro hidrodinamico (nm) * SD

DPF/PLA (%) 30 12 6 2 1 0,5

245,3 169,2+ 2197+ 1931+ 1999+ 163,1+%

PLA 2 kDa £11.0 48 41 8.4 22 45

1142+ 1204+ 1280+ 109,4 99,6 + 99,7 £

PLA 10-18 kDa 21 1,0 2.0 2,5 1,6 0,3

4.3.3. Liofilizacién de Nanoparticulas

Las nanoparticulas sintetizadas presentan una inestabilidad fisica inherente,
posiblemente causada por la hidrélisis autocatalitica del polimero, lo que promueve la
pérdida de fluorescencia durante periodos prolongados de almacenamiento, aun a bajas

temperaturas.

Liofilizamos nanoparticulas de composicion 2,9% DPF2MCcor/PLA 10-18 kDa (0,0175
mg/mL DPF) luego de 3 dias de su preparado, en los cuales asumimos la evaporacion
completa del solvente organico. Las mismas mostraron ser resistentes al proceso de

deshidratacién, resultando en un sodlido seco, poroso, de estructura fragil

mecanicamente y homogéneo, con un color levemente violeta correspondiente al corrol
(Figura 14).

Ref NPs Liof. 2,9% NPs 2%
Liofilizado NPs 2,9% DPF DPF - 3 meses DPF - 36 dias

Figura 14. A la izquierda el liofilizado de las nanoparticulas DPF/PLA 10-18 kDa 2,9%.
A la derecha, fotografias bajo luz ultravioleta (365 nm) del corrol disuelto en THF
(referencia de maximo de intensidad), la resuspension de NPs DPF/PLA 10-18 kDa
2,9% liofilizadas y NPs de composicion similar (2%) sin liofilizar y almacenadas a
temperatura ambiente.

La reconstituciéon del liofilizado resulto eficiente, de disolucién simple, sin agregados
macroscépicos y recuperando un aspecto muy semejante al de las NPs tras su sintesis.

Ademas, presento fluorescencia roja al analizarla bajo luz con longitud de onda de 365
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nm, comparable con nanoparticulas de unos pocos dias de sintesis sin liofilizar. Las
particulas liofilizadas y almacenadas en refrigeracion a 4°C por 3 meses presentaron, al
ser resuspendidas, mayor fluorescencia que aquellas NPs de composicion similar (2%,
Tabla 1) luego de 36 dias de su sintesis, lo que demuestra que esta técnica de
almacenamiento es un método apropiado de conservacion de la intensidad de
fluorescencia y evita aquellos procesos fotodegradantes que pueden afectar al corrol.
Sin embargo, aun no pudimos verificar que la morfologia y propiedades fotodinamicas

se conserven en su totalidad luego del liofilizado.
4.3.4. Analisis Morfolégico mediante SEM

Realizamos un analisis de microscopia electrénica de barrido (SEM) sobre NPs de
composicion 2,9% DPF/PLA 10-18 kDa para determinar su morfologia. Ademas,
incluimos en el estudio NPs 100% corrol y 100% PLA 10-18 kDa como control. Todas

las suspensiones para las cuales obtuvimos los resultados de la Figura 15, se liofilizaron

previamente, se resuspendieron y se sometieron a ciclos de lavado.

Figura 15. Imagenes obtenidas mediante SEM de (a) nanoparticulas 100% PLA 10-18
kDa y (b) NPs DPF/PLA 10-18 kDa 2,9%. Marcado con asterisco amatrillo, la region
que posteriormente se analizé por EDS.

Los resultados de la Figura 15, demuestran para las poblaciones de NPs 100% PLA'y
2,9% DPF/PLA morfologias polidispersas, siendo que algunas particulas son esféricas
y otras mas irregulares. Ademas, son pocas las que se encuentran dispersas
individualmente, sino que la mayoria se encuentra formando aglomerados con otras
nanoparticulas y con elementos remanentes. Se puede estimar que las NPs presentan
un tamafio aproximado de 250 nm, casi el doble mas grande del rango de diametros
obtenidos para las NPs de este polimero mediante DLS. Sin embargo, esta distribuciéon
parece ser de forma homogénea. El DLS es una técnica que asume geometria esférica

y no distingue agregados ni irregularidades relevantes que permitan confirmar
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uniformidad del sistema. La falta de correlacion con el analisis del comportamiento en
suspension puede ser propia de agregaciones inducidas tras los procesos de

liofilizacion, por el lavado o el secado de las NPs.

Para el caso de las nanoparticulas 100% DPF2MCcor, no se hallaron particulas estables
en el medio. Esto sugiere que el polimero, si bien sufre deformaciones tanto en su
morfologia como en tamano, protege al fotosensibilizante frente al estrés mecanico y
térmico del congelamiento, liofilizado y lavados, ya que mediante DLS las NPs de esta

composicion si son detectables.

4.3.5. Andlisis de Composicion Elemental mediante EDS

Complementamos el resultado obtenido por SEM para las NPs 2,9% DPF/PLA 10-18
kDa con espectroscopia de energia dispersiva (EDS). Este analisis nos permitid
determinar la composicion quimica de las particulas. Especificamente, se eligieron
regiones puntuales de la fotografia en las cuales habia particulas para adquirir espectros
EDS (senalizado con un asterisco en la Figura 15). El espectro obtenido se presenta en

la Figura 16 junto con la tabla de resultados (Tabla 5).

- Espectro 2
Yepeso o
66.3 0.2
275 0.1
5.7 01
04 0.0
00 0.1

Desamrollado por Tru-Q&

Figura 16. Espectro EDS de nanoparticulas DPF2MCcor - PLA 10-18 kDa 2,9% donde
se observan las sefales correspondientes a C, O, F, N y Al.
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Tabla 5. Composicién elemental obtenida por EDS de nanoparticulas DPF2MCcor/PLA
10-18 kDa 2,9% expresada como concentracion aparente, cociente k, porcentaje en
peso y sigma del porcentaje en peso.

Elemento Cog:t;:\;;atc;ién Cociente k % Peso Sigg;a:)%
Cc 154,53 1,54534 66,34 0,15
N 0,4 0,00071 0,05 0,10
o) 35,32 0,11886 5,74 0,07
F 4,5 0,00883 0,39 0,04
Al 103,96 0,74670 27,48 0,13

La Figura 16 en conjunto con la Tabla 5, muestran que el elemento predominante es el
carbono (66,34% en peso) seguido del oxigeno (5,74% en peso). Este resultado es
consistente tanto con la matriz polimérica como con el corrol. La senal de fluor y
nitrogeno es débil (0,39 y 0,05% en peso respectivamente), lo cual es esperable para
estos elementos ligeros y que se encuentran en baja concentracion. Estos resultados
aportan evidencia directa de la presencia de DPF2MCcor dentro o asociado a la matriz

polimérica, particularmente a través de la sefal de F.

Por ofro lado, la sefial de aluminio, con un 27,48% en peso, no se asocia a la
composicion de las nanoparticulas y puede atribuirse al sustrato o al soporte utilizado

durante el analisis.
4.3.6. Evaluacion de la Estabilidad de Fluorescencia mediante Fotografia

La encapsulacion de corrol deberia mejorar su fotoestabilidad debido a la proteccion
fisica y quimica que ofrece la matriz polimérica. Evaluamos la estabilidad de
fluorescencia en el tiempo de nanoparticulas en diferentes relaciones DPF/PLA,
sintetizadas con PLA 2 kDa (Figura 17) y PLA 10-18 kDa (Figura 18). El seguimiento se
realizé mediante el registro fotografico de las NPs bajo luz ultravioleta a 365 nm. Este
analisis nos permite determinar de manera cualitativa como impacta la carga de corrol
dentro de las nanoparticulas poliméricas y, a su vez, las diferencias que ofrece cada
peso molecular de PLA. Los resultados de esta seccion revelan una clara dependencia
entre la composicion de la nanoparticula y su capacidad de proteccion del corrol frente

a la fotodegradacion.
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4.3.6.1.  Nanoparticulas DPF2MCcor/PLA 2 kDa

En la figura 17 se muestran fotografias de suspensiones de NPs de DPF2MCcor con
PLA 2 kDa, las cuales presentan una fluorescencia roja débil que decae rapidamente en

el tiempo (2 horas).

Suspensiones de NPs (DPF/PLA 2 kDa) bajo iluminaciéon UV (365 nm)
(&)  Original T (hs)

0
2
Ref (%) 100 45 35 17 8 2 1
b) Editada T (hs)

Ref (%) 100 45 35 17 8 2 1

Figura 17. (a) Suspensiones de NPs (DPF2MCcor/PLA 2 kDa) bajo iluminaciéon UV
(365 nm) (b) Fotografias editadas para evidenciar mejor el color rojo (Contraste y
saturacion al 100% Yy brillo minimo).

A tiempo cero, las nanoparticulas muestran una fluorescencia roja débil en comparacién
con la referencia. Las NPs de menor porcentaje DPF/PLA (1, 2, 8 y 17%) son las de
mayor intensidad a tiempo cero, mientras que los puntos de 35y 45% estan mayormente
saturadas y presentan un claro efecto de quenching. Como es de esperar, las NPs 100%
DPF no presentan intensidad de sefial debido a la agregacion por insolubilizacion en el

medio acuoso.

Transcurridas 2 horas desde la sintesis, solo las NPs de 1 y 2% corrol presentan
intensidad de fluorescencia. Esto sugiere una mejor distribucién de las moléculas de
corrol dentro de la matriz, ya que la agregacién de moléculas de corrol dentro de la
nanoparticula es menor a bajas concentraciones. Ademas, al tratarse de una particula
polimérica no rigida, es posible que las moléculas de corrol difundan con el solvente
desde el interior hacia el medio acuoso, lo que provoca la disminucién de intensidad de

fluorescencia.
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Sin embargo, es necesario aclarar que la sintesis de nanoparticulas se optimizé en
cuanto al manejo de volumenes, concentraciones y en técnica per se luego de este

analisis, lo que puede influir en los resultados y su discusion.

4.3.6.2.  Nanoparticulas DPF2MCcor/PLA 10-18 kDa

Realizamos el mismo analisis para NPs con PLA 10-18 kDa en la serie de relaciones
con DPF2MCcor de la Tabla 1. El seguimiento se realizé por 36 dias desde la sintesis y

el resultado se presenta en la Figura 18.

Suspensiones de NPs (DPF/PLA 10 — 18 kDa) bajo iluminacion UV (365 nm)
(a) Original T (dias) (b) Editada

0

1

15

36

Ref (%) 100 30 12 Ref(%) 100 30 12

Figura 18. (a) Suspensiones de NPs (DPF2MCcor/PLA 10-18 kDa) bajo iluminacién
UV (365 nm) (b) Fotografias editadas para evidenciar mejor el color rojo (Contraste y
saturacion al 100% y brillo minimo).

A tiempo inicial, las nanoparticulas muestran una fluorescencia roja mucho mas intensa
en comparacion con los resultados obtenidos para el PLA de menor peso molecular. A
menores concentraciones de corrol, la intensidad de fluorescencia es mayor,
principalmente en los puntos 1, 2, 6 y 12% DPF2MCcor. Esta intensidad decrece en
todos los puntos a medida que transcurre el tiempo, evidencidandose mayormente en
aquellas nanoparticulas de mayor carga de corrol, ya que el efecto de agregacién esta
mas favorecido en condiciones donde hay mas masa de corrol. Finalmente, al dia 36
unicamente las NPs con 2% de relacion DPF/PLA mantienen una leve intensidad roja.
Este resultado podria indicar que esta composicion es, dentro de las analizadas, la que
ofrece una concentracion de corrol suficiente para emitir adecuada intensidad de

fluorescencia a la vez que evita la agregacién y decaimiento de intensidad en el tiempo.

Atribuimos la disminuciéon y eventual extincion de fluorescencia a tres fendmenos
principales. En primer lugar, la difusion de las moléculas de corrol desde el interior de
las NPs hacia el medio acuoso. En segundo lugar, observamos que en composiciones

de alta carga de corrol inducen mas rapidamente la pérdida de fluorescencia ya que el
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acercamiento de las moléculas provoca autoagregacién, lo que resalta la idea
fundamental que el fotosensibilizante debe permanecer encapsulado en su forma
monomeérica (Reisch & Klymchenko, 2016). Por el contrario, para las suspensiones de
menor concentracion, el mecanismo de apagamiento predominante podria estar
asociado con la oxidacion de las moléculas de corrol, dado que en ningun momento son

aisladas del oxigeno molecular.

Presumiblemente, el PLA de peso molecular 10-18 kDa, demuestra mayor resistencia a
los efectos que provocan fotodegradacién de las moléculas de corrol. La encapsulacion
con este polimero da lugar a la generacién de NPs que ofrecen una movilidad mas
reducida que aquellas formuladas con PLA 2 kDa, lo que podria reducir el efecto de
difusién hacia el medio externo. Asimismo, esta composicion podria reducir la difusion
del O, retrasando los procesos de fotooxidacién y ofreciendo mayor proteccion. De esta
forma, estos factores permitirian que la fluorescencia se conserve de manera estable en
el tiempo, en comparacion con el PLA 2 kDa, aunque con intensidad atenuada por la

matriz polimérica.

En conclusion, el seguimiento de la estabilidad de fluorescencia mediante fotografia es
util para realizar un analisis visual de la distribucién y presencia de intensidad de color,
pero aporta informacion subjetiva dependiente de la luz, operador y resolucion de la
camara. Estos resultados nos sirvieron entonces para plantear estudios de

espectroscopia de Fluorescencia de las nanoparticulas.

4.3.7. Efecto de la composicion DPF/PLA estudiado mediante Espectroscopia

de Fluorescencia

Realizamos un analisis cualitativo mediante espectroscopia de fluorescencia de la serie
completa de NPs que incluye todas las relaciones DPF/PLA (Tabla 1) para ambos
polimeros. En la Figura 19, salvo algunas excepciones, los espectros de excitacion para
las NPs sintetizadas con PLA 2 kDa se obtuvieron con Aem = 665 nm vy, para las de PLA
10-18 kDa Aem = 650 nm. En ambos casos, Aexc S€ mantuvo en 425 nm. Normalizamos
la intensidad de los espectros por la masa total de nanoparticula en cubeta (mg/mL).
Este valor se obtuvo asumiendo una eficiencia de encapsulacion del 100% y al sumar
la masa de corrol y de polimero final en medio acuoso y aplicando luego el factor de

dilucién correspondiente (seccion 3.4.1).

Pagina | 51



Giorda Valentina CAPITULO 4

o
2

2000 Lem= 665 nm Aexe= 425 Nnm . heze = 425 nm
1800 PLA 2 kDa
"o 1600 1
£
~ 1400 4
—
£ 1200 100% DPF .
. 30% DPF
] 12% DPF
@ 1000 \ ——6% DPF
2 —2% DPF
— 8004 4 —1% DPF
w \ . 05% DPF
0. 600 - . .
Z, /
~ 400 =\ ¢m L
—_ D #
200 NN
W\/'\
0 T T T T T T T 1 0 T T T T T T T T 7 T
350 400 450 500 550 600 650 700 750 0 2 4 6 8 10 12 14 30 100
(c) 1400+ nrs @) 1100+ % DPF2MCcor
1000 “ hexe = 425 Nnm
e 12000 hoy= 650 NM A, =425 nm o] PLA 10-18 kDa
o —
€ 1000 oo BEE /’\\ T 800 - o
_'l 30% DPF / =
——12% DPF \ - 700
E 800 - ——6% DPF / ©
% ——2% DPF i - 600 -
: —1% DOPF | [ —
g 500 4 —0,5% DPF / y \ % 500
= \ | 2
E 400 "
= 2001 300 o
o -
=~ 200 200
100 ™
0 0t f——

T T T T T T T 1 T
350 400 450 500 550 600 650 700 750 0 2 4 6 30 100

8 10 12
A (nm) % DPF2MCcor

Figura 19. (a) Espectros de fluorescencia con intensidad normalizada por la masa total
de nanoparticulas DPF/PLA 2 kDa en cubeta. El espectro sefializado con asterisco
rojo se obtuvo con Aem= 617 nm. (b) Trazas de los maximos de intensidad de emision
para la serie PLA 2 kDa. (c) Espectros de fluorescencia con intensidad normalizada
por la masa de nanoparticulas DPF/PLA 10-18 kDa en cubeta. Los espectros
sefializados con asterisco rojo se obtuvieron con Aem = 644 nm. (d) Trazas de los
maximos de intensidad de emision para la serie PLA 10-18 kDa.

A bajas relaciones corrol/polimero, los espectros de excitacion y emisidén presentan un
maximo en 425 nm y 665 nm respectivamente para el PLA 2 kDa y maximos en 408 nm
y 650 nm para el PLA 10-18 kDa (Figuras 19 —a y 19 - ¢). A medida que la carga de
DPF2MCcor aumenta y, por ende, lo hace la concentracion, el espectro de excitacion
del corrol deja de comportarse como mondmero y sufre un desplazamiento del pico
hacia el rojo, con un nuevo maximo ubicado en 458 nm. Por su lado, los espectros de
emisién también sufren un desplazamiento, pero hacia el azul (625 nm). Estos
resultados posiblemente corresponden a la formacion de dimeros de corrol dentro de
las nanoparticulas. Estos dimeros presentan una menor intensidad de fluorescencia que
las especies monomeéricas, ya que disipan la energia de forma no radiativa (Miao y col.,

2025).

En las Figuras 19 a y b, observamos como para la serie de NPs de polimero 2 kDa la

intensidad de sefial de emision sube con maximo en 2% DPF/PLA y luego comienza a
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decaer en los puntos superiores, posiblemente por la predominancia de especies
diméricas sobre las monoméricas. Para el PLA 10-18 kDa, (Figuras 19 c y d) este punto
maximo se encuentra en la relacion DPF/PLA de 6%. Posiblemente, los polimeros
ofrecen diferentes disposiciones espaciales de las moléculas de corrol dentro de la
nanoparticula. Sugerimos que el PLA de mayor peso molecular, al ser mas hidrofébico,
es mas eficiente en la estabilizacion de las moléculas de corrol, por lo que la
predominancia de agregados se evidencia en cargas mayores en comparaciéon con el
PLA de menor peso molecular. No obstante, el experimento no se repitié las veces

suficientes para confirmar esta conclusion.

El corrimiento de la banda de excitacion hacia menores energias, es consistente con la
formacion de apilamientos tipo J. Este tipo de agregacion se da con estructura "cabeza
con cola" y provoca un corrimiento del espectro hacia el rojo, acompafado de un
aumento en la intensidad de fluorescencia cuando el agregado es ideal. Sin embargo,
debido a las reducidas distancias intermoleculares entre las moléculas de corrol dentro
de la particula, se facilita la pérdida de energia no radiativa por autoextincion (Liu y col.,
2020).

Posterior a este analisis, obtuvimos una serie de espectros empleando Aem = 625 nm,
hexc = 458 nm (para las relaciones DPF/PLA 0,5, 1, 12, 30 y 100%) Y texc = 485 nm
(DPF/PLA 2y 6%) para la serie de nanoparticulas sintetizadas con el PLA 10-18 kDa,
con el fin de evaluar el efecto de los dimeros al excitar exclusivamente a esta especie.

El resultado se presenta en la Figura 20.
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Figura 20. (a) Espectro de fluorescencia de intensidad normalizada por la masa de
NPs sintetizadas con PLA 10-18 kDa, con Jex. = 458/485 nm (485 nm para los
espectros sefializados con asterisco rojo) y Aem = 625 nm. (b) Trazas de los maximos
de intensidad de emision para cada variante con Aexc = 468/485 nm (en colores) y con
dexc= 425 nm (en escala de grises).
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Al desplazar la longitud de onda de excitacion a valores superiores, seleccionamos
energéticamente una transicion con mayor composicion de una subpoblacién de
especies diméricas de menor rendimiento cuantico intrinseco, lo que se traduce en una
menor intensidad de emision (Figura 20 — a). Al no excitar de manera eficiente al
producto monomeérico, su pico de emision representativo a 665 nm disminuye en
intensidad y en su lugar se incrementa el pico a 625 nm, correspondiente a los dimeros.
No esperamos la presencia de agregados de orden superior en concentracion
apreciable, ya que no observamos cambios abruptos o nuevas contribuciones

espectrales al continuar aumentando la concentracion de corrol.

La Figura 20 — b nos permite distinguir qué poblacién predomina en cada relacion
DPF/PLA evaluada. En el punto correspondiente a 6% DPF2MCcor/PLA, podemos
sugerir que la poblacion esta equilibrada entre las especies diméricas y monomeéricas.
Hacia porcentajes mas bajos, el corrol se encuentra mayormente en su forma
monomeérica, mientras que a mayores concentraciones predomina su forma dimérica.
Ademas, es posible que en los puntos de concentracion mas elevados el corrol ya no
se encuentre solo dentro de la nanoparticula, sino que se encuentre ademas asociado
a la superficie. En estas condiciones, las respuestas de absorciéon y emisién se ven

influenciadas por la interaccion con el medio externo.
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44. Resumen del efecto de agregacion del corrol en solucion organica
(THF) y en Nanoparticulas
Planteamos el esquema de la Figura 21 a modo de resumen de los resultados obtenidos
en las secciones 4.2.1 y 4.3.7. En el modelo, se representan los espectros de
fluorescencia obtenidos para los distintos entornos fisicoquimicos: Amonsmero = 414 Nm 'y
Adimero = 444 nm en THF Yy Amonsmero = 425 nm y Adimero = 458/485 nm en NPs,

acompanados de los diagramas esquematicos sobre la disposicién del corrol en relacion

a la concentracion en ambos medios.
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Figura 21. Esquema representativo del DPF2MCcor (a) en solucion y (b) en
nanoparticulas poliméricas en cada region de los espectros de fluorescencia obtenidos
en las secciones 4.2.1 y 4.3.7 respectivamente.

Observamos que la poblacién de dimeros en THF comienza a superar a la monomérica
luego del punto maximo de concentracion 4,6 uM (Figura 21 — a). En este punto,
podemos asumir que hay un equilibrio de especies del corrol. Si planteamos el balance
de especies de DPF2MCcor como 2 [Mondmero] < [Dimero], (Dixon & Steullet 1998) la

constante de asociacion esta dada por:

K [Dimero]
am = IMondmero]?

Para una concentracion total de corrol de 4,6 UM, asumiendo concentraciones similares
de mondmero y dimero, se puede estimar que Cn,~ Cq ~1,53 uM (considerando Cppr ~
[Mondmero] + 2[Dimero]). A partir de estos valores la constante de dimerizacion del

corrol en THF (Kgim '1'F) se puede estimar en 0,65 10° M-,
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Un efecto similar sucede con el corrol en nanoparticulas (Figura 21 — b). El estado
monomeérico del corrol predomina hasta el punto con relacion 6% DPF/PLA. Si bien no
podemos estimar directamente la concentracion molar del corrol dentro de la NP, el valor
de 6% corresponde a una concentracion mucho mas alta que la estudiada en solucion
organica. Esto sugiere que el polimero efectivamente ayuda a estabilizar al corrol,
disminuyendo su tendencia a la agregacion. Los resultados obtenidos en solucion
organica permiten interpretar lo que sucede dentro de las NPs, cuyo entorno quimico es

mas complejo.
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4.5. Analisis de la Produccioén in vitro de Oxigeno Singlete

Como fue detallado en la seccion 3.7, realizamos los ensayos de generacion de oxigeno
singlete utilizando como sonda el 9,10-dimetilantraceno (DMA). El tiempo de vida del
oxigeno singlete es muy corto (escala de microsegundos), y el rango de distancia en el
que puede existir y actuar esta directamente limitado por su tiempo de vida. En DMSO,
el tiempo de vida del 'O, es de 5,5 ps (Coérdoba y col., 2019). Por otro lado, ese valor
en agua corresponde a 3,1 us (Cui y col., 2024). Por esto, la cantidad de DMA utilizada
en los experimentos fue mayor que la de corrol, para favorecer el atrapamiento por sobre
otras vias de desactivacion. Realizamos primero el analisis en medio organico para
evaluar la efectividad de produccion de 'O, por DPF2MCcor, antes de evaluarla en las
suspensiones de NPs en medio acuoso. Los resultados se presentan en las Figuras 22
para el corrol en solvente organico y en la Figura 23 para el corrol en nanoparticulas

poliméricas.
4.5.1. DPF2MCcor en solucién organica (DMSO)

Inicialmente realizamos un estudio in vitro en solucién de DMSO, para determinar la
capacidad de generacion del oxigeno singlete por parte de DPF2MCcor. Analizamos de
manera semicuantitativa el decrecimiento del espectro de absorcién de la sonda
especifica de oxigeno, DMA, utilizando espectroscopia UV/Visible, en presencia de
fotosensibilizador, y en funcion del tiempo de irradiacion con luz roja (630 nm). En la
Figura 22 se observan los espectros de una solucion de DMSO de DPF2MCcor (0,0183
mg/mL, 24 uM) y DMA (0,1498 mg/mL, 712 uM) en relacién en masa de 8:1 DMA/DPF
para distintos tiempos de irradiacién. La evolucién de la cantidad de DMA (AAobwma) Y
corrol (AAprr) determinada a partir de la diferencia de absorbancia, se analizé6 como se
explicd en la seccion 3.7. En la misma figura se muestran experimentos control,
utilizando Eosina Y como fotosensibilizador (0,0183 mg/mL, 26 uM, en relacion con el
DMA 8:1), y sin utilizar fotosensibilizador. En ambos casos la concentraciéon de DMA

permanece esencialmente constante.
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Figura 22. (a) Espectro UV/Vis de DPF2MCcor y DMA en DMSO en funcién del

tiempo de irradiacion con luz roja. (b) Grafica de puntos de AAbs para el DMA en

ausencia de corrol, DMA en presencia de corrol y DPF en presencia de DMA. (c)

Espectro UV/Visdel DMA y Eosina Y en DMSO en el tiempo tras irradiacion con luz
roja. (d) Espectro UV/Visdel control de DMA en ausencia de fotosensibilizante.

En el caso de la solucién conteniendo DPF2MCcor, se observd que la concentracion de
DMA decayé de manera exponencial, con una constante de tiempo de 2,3 £ 0,3 min. Se
observd ademas que el corrol se degradaba, con una constante de tiempo de 10 + 2
min. Los resultados sugieren la reaccion del DMA con oxigeno singlete ('O2), formando
un endoperoéxido (Gonzalez Lopez y col., 2023). El corrol también muestra degradacion,
muy posiblemente por reaccion de apertura de anillo con el 'O, que ataca los carbonos
en posicion meso, provocando la pérdida de aromaticidad del corrol y, en consecuencia,
la reduccién de la intensidad tanto de las bandas Soret como de las bandas Q

(Wojaczynski y col., 2013).
4.5.2. DPF2MCcor en Nanopatrticulas de PLA 10—18 kDa

Por ultimo, evaluamos la efectividad de produccion de 'O, de las particulas de
DPF2MCcor/PLA 10-18 kDa en relacion 1,6%, mediante experimentos de

fotosensibilizacién en las suspensiones de NPs en H-O. Para esto se incorpor6 el DMA
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en la preparacion de la NP, en relacién 13:1 respecto al corrol (Figuras 23 - ay 23 - b).
El objetivo de estos experimentos fue determinar si en el entorno polimérico de la NP,
la fotosensibilizacién de O, era efectiva. A diferencia de los experimentos en solucion,
el tiempo total de irradiacion fue de 30 minutos, lo cual evidencia la menor reactividad

del sistema.

Como control negativo se utilizaron nanoparticulas de Fluoresceina-Amina | (FLA)/PLA
10-18 kDa 1,7% (Figura 23 - c), y como control positivo se utilizaron nanoparticulas de
ZnTPP/PLA 10-18 kDa también en relacion 1,7%, con una relacion DMA a porfirina de
8:1 (Figura 23 - d), ya que las porfirinas de zinc son conocidos fotosensibilizadores de
O2 con alto rendimiento cuantico (Lin y col., 2020). Para estos controles, el tiempo de
analisis total fue menor (18 minutos).
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Figura 23. (a) Espectros de absorcion en el tiempo de NPs DPF/PLA 10-18 kDa con
DMA (b) Gréfica de puntos de AAbs para el DMA en NPs PLA 10-18 kDa en ausencia
de corrol, DMA en presencia de corrol y DPF en presencia de DMA. (c) Grafica de
puntos de AAbs para el DMA en NPs PLA 10-18 kDa en ausencia de FS, DMA en
presencia de FS y FLA en presencia de DMA. (d) Grafica de puntos de AAbs para el
DMA en NPs PLA 10-18 kDa en ausencia de FS, DMA en presencia de FS y ZnTPP
en presencia de DMA.
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Los resultados de la Figura 23 - a concuerdan con los resultados obtenidos en solucion
de DMSO. Cuanto mayor es el tiempo al que se lo expone a irradiacién, mayor es la
degradacion del sustrato. EI DMA en ausencia de corrol disminuye muy levemente su
concentracién, mientras que en presencia del fotosensibilizante se degrada
rapidamente. A partir del analisis de AApwa Yy AAppr (Figura 23 - b) con un modelo
exponencial, pudimos determinar una constante de tiempo de 7,3 £ 1,8 min para la

degradacién del DMA, y de 13,8 + 4,5 min para la degradacion del corrol.

Por otro lado, el analisis de la degradacién de DMA en presencia de Fluoresceina amina
[, en un tiempo total de 18 minutos (Figura 23 - ¢), mostré una degradacion nula respecto
de la variabilidad de la medicién, y menor que la degradacion de DMA en ausencia de
FLA, lo que sugiere que la degradacion ocurre por el ingreso de luz espuria al vial de
reacciéon durante el experimento. Los resultados de fotosensibilizacién por ZnTPP,
permitieron estimar un tiempo de vida media del DMA de 2,5 + 0,5 minutos (el punto
marcado con un asterisco en la Figura 23 - d no fue incluido en el ajuste exponencial).
Durante el experimento la concentracion de ZnTPP disminuye muy levemente, lo cual
indica que la porfirina es un compuesto mucho mas estable y menos reactivo que el
corrol, por lo que reacciona menos con el oxigeno (menor autosensibilizacién). Sin
embargo, es necesario destacar que las diferencias en las masas de cada FS utilizadas
en las mediciones, asi como efectos de agregacién, pueden estar influyendo en los

resultados finales.
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CAPITULO 5

Conclusiones
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En este trabajo de Tesina se estudiaron las propiedades espectroscépicas,

fisicoquimicas, estructurales y fotoquimicas de un corrol conteniendo grupos

pentafluorofenilo y  metilcarboxifenilo  (5,15-bis(2,3,4,5,6-pentafluorofenil)-10-(2-

metilcarboxifenil)corrol, abreviado como DPF2MCcor), asi como su comportamiento al

ser encapsulado en distintas concentraciones en nanoparticulas poliméricas (PLA). Las

principales conclusiones de este trabajo fueron:

El corrol pudo ser cristalizado y su estructura cristalina determinada por
Difraccion de Rayos X de monocristal, lo que reveld la presencia de dimeros
estabilizados por interacciones no-covalentes de tipo Tr-stacking, fundamental

para comprender el comportamiento de la molécula en estados agregados.

Los efectos de agregaciéon fueron también estudiados por espectroscopia de
Fluorescencia. Esto revel6 que en THF el corrol coexiste en equilibrio
monomero-dimero a concentraciones de 4,6 uM. En NPs este comportamiento
también ocurre, a concentraciones mucho mayores (6% DPF/PLA). Estos
dimeros muestran mucha menor fluorescencia, y una banda Q corrida al rojo. A
partir de estos datos, se estimé el orden de magnitud de la constante de
dimerizacion (Kgim) del corrol en THF. A su vez, se determin6 que la morfologia
de los agregados presenta diferencias estructurales segun el medio, siendo que
en THF predominan las interacciones tipo -1 mientras que en suspension los

agregados sugieren ser de tipo J (apilamiento desplazado)

La sintesis de nanoparticulas 100% DPF, 100% PLA y en distintas relaciones
DPF/PLA mediante nanoprecipitacion fue exitosa. Estas NPs se caracterizaron
por dispersion dinamica de luz, lo que evidencié tamafios de 144 - 245 nm al
utilizar PLA 2 kDa y 96 - 128 nm para PLA 10-18 kDa de peso molecular.
Adicionalmente se realizaron mediciones de microscopia de barrido electronico

(SEM), lo que mostro particulas esféricas de tamanos aproximados a 250 nm.

Se realizaron estudios fotograficos de la fluorescencia de las nanoparticulas
conteniendo distintas proporciones de corrol. Las particulas con alto contenido
de DPF2MCcor no mostraron fluorescencia, mientras que las de menor
porcentaje (particularmente entre 0,5% y 6%) mostraron la mayor intensidad de
fluorescencia. Esto pudo ser corroborado con mediciones espectroscépicas de
fluorescencia de suspensiones acuosas de las nanoparticulas. Estos resultados

revelaron ademas espectros de distintas especies, las cuales se pueden asociar
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al corrol aislado (Aexc™ = 425 nm), y a corroles agregados, posiblemente
dimeros (Aexc™ ~ 458 - 485 nm).

e Finalmente se realizaron estudios de produccion fotoquimica de 'O, bajo
irradiacion del corrol con luz roja, en presencia de la sonda especifica DMA, en
solucion y en suspensiones de nanoparticulas, asi como controles positivos y
negativos apropiados. Los resultados muestran que DPF2MCcor es efectivo en
la produccion de 'O tanto en solucién organica (contante de tiempo de 2,3 + 0,3
min) como dentro de las particulas poliméricas (7,3 = 1,8 min). A su vez, el corrol
experimenta una cierta degradacion, aunque con una constante de tiempo mayor

que la reaccion con DMA.

Estos resultados en conjunto muestran la factibilidad de la produccion de nanoparticulas
poliméricas cargadas con corroles fluorescentes y fotosensibilizantes, con potenciales
aplicaciones en terapia fotodinamica, y arrojan luz sobre el comportamiento de

agregacion de los corroles en la matriz polimérica.
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Parte de los resultados obtenidos en el marco del presente trabajo de tesina, dieron

lugar a las siguientes presentaciones a congresos y publicaciones:
7.1. Congresos

Presentacion Oral en el Encuentro de Jovenes Investigadores llevado a cabo en octubre
del 2024 en la ciudad de Santa Fe bajo el titulo: “Sintesis de nanoparticulas

fluorescentes basadas en corroles”. Autores: Valentina Giorda, Lucila Navarro, Neuman,

Nicolas.

XXIV Congreso Argentino de Fisicoquimica y Quimica Inorganica (Neuquén — Bahia
Blanca) de modalidad virtual en abril 2025. Titulo: “Nanoparticulas poliméricas con
corroles fluorescentes. Caracterizacion y fotosensibilizacion de O2”. Autores: Valentina
Giorda, Gianella Van Cauwenberghe, Matias Picchio, Marcelo Calderén, Lucila Navarro,

Nicolas |. Neuman.
7.2. Publicaciones

Neuman NI, Giorda V, Gaviglio C, Singha Hazari A, Gonzalez PJ, Vaillard SE, Sarkar B.
Electronic Structure and Hypercorrole Features of Deprotonated Free-Base and
Reduced Copper Corroles. Inorg Chem. 2025 Nov 24;64(46):22592-22603. doi:
https://doi.org/10.1021/acs.inorgchem.5¢c02893. Epub 2025 Nov 6. PMID: 41199416.

En esta publicacion, como colaboradora mi trabajo consistio en caracterizar a los
corroles Cu(5,15-bis-(4-metilcarboxifenil)-10-(2-metilcarboxifenil)corrol (1Cu) y Cu(5,15-
bis-(4-nitrofenil)-10-(2-metilcarboxifenil)corrol (2Cu) durante procesos de reduccion
mediante titulacion con NaBH4. Los cambios electronicos fueron monitoreados
mediante espectroscopia UV-Visible. Ademas, registré las variaciones del color de las
soluciones mediante fotografia como informacion complementaria, y determiné
coeficientes de extincién molar de los corroles libres. El trabajo fue destacado en tapa

suplementaria (Supplementary Cover) en la revista Inorganic Chemistry.
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