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“Nuestra recompensa se encuentra en el esfuerzo. ..
un esfuerzo total es una victoria completa”
Mahatma Gandhi
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RESUMEN

Inspirados en el concepto de investigacion traslacional, nuestros proyectos de
investigacion estan dirigidos al desarrollo de sistemas quimicos desde el conocimiento basico
hasta la aplicacidn. Los sistemas quimicos pueden ser definidos como sistemas auto-
ensamblados que son capaces de hacer algo interesante y util. Considerando los sistemas
anfifilicos, hay dos procesos basicos de ensamblado utilizados en su construccién. El primero,
es el ensamblado espontaneo de moléculas que se conoce como autoensamblaje. Asimismo,
hay procesos con requerimiento de energia que conducen a estructuras metaestables o en
“equilibrio permanente”, es decir, de larga duracién, que no son necesariamente las
estructuras termodindmicamente mas favorecidas o estados de equilibrio verdaderos. Este
ultimo tipo de proceso se denomina ensamblaje dirigido. Por lo tanto, la capacidad de disefiar
y organizar bloques moleculares individuales de construccidn, en arquitecturas bien definidas

en el agua, sigue siendo un desafio.

Inicialmente, utilizamos nuestra experiencia en quimica orgdnica, coloidal e interfacial para
desarrollar un sistema fotomodulador de membrana, de potencial utilidad debido tanto a su
estructura quimica simple, como a las propiedades interfaciales y en solucién del sistema solo,
y en un entorno constituido por una biomembrana. A tal efecto, se presenta la sintesis y
caracterizacion de cuatro anfifilos no iénicos, 3A, 3B, 4A y 4B, basados en un nucleo de
azobenceno. A continuacién, evaluamos su capacidad de fotoisomerizacién y su
comportamiento como cristales liquidos termotrépicos. Sélo 4A, C1,0azoEsOH, presentd
utilidad como molécula funcional. En segundo lugar, se realizé la evaluacion de 4A puro en la
interfase por monocapas de Langmuir y microscopia de dngulo de Brewster. Por otra parte, se
comprobd la fotomodulacién y la capacidad de penetracién de C1,0azoEsOH en un modelo de
membrana bioldgica (Lipoid s75™), presentdndose como un sistema de administracién
inteligente, lo cual representa un objetivo primordial a la hora de realizar investigacién
traslacional, en el ejercicio del control remoto adecuado para estudios biofisicos en células. En
la biomembrana lipidica, el cambio geométrico E-Z de C1,0azoE3;OH, indujo cambios de fase
que aumentan o disminuyen la fluidez y la temperatura de transicidon de la mezcla. El éxito de
la capacidad de respuesta y la funcionalidad resultante son debidos al tamafo de la cabeza y al
caracter no iénico que juega un papel esencial en el parametro de empaquetamiento.
Sorprendentemente, experimentos de monocapas de Gibbs demostraron que ambas
isoformas de C;1;0azoE3OH penetraron la membrana lipidica, resultados promisorios para su

utilizacidon como sonda externa en sistemas reales.



Las vesiculas fotoconmutables utilizadas en la administracion controlada de farmacos,
conocida como “drug delivery”, emplean el ensamblaje dirigido de fosfolipidos y polimeros
conteniendo grupos azobencenos unidos covalentemente, o mezclados con un cierto
porcentaje de azobencenos, de forma no covalente. Nosotros proponemos la aplicacién de un
proceso de ensamblaje dirigido sencillo, mediante la utilizacion de un rotavapor, el cual
consiste en la evaporacion del disolvente y la formacién de un cristal liquido, seguido de
autoensamblaje inducido por agua. Este proceso resulta en la construccién de un sistema
azovesicular puro o azoniosoma a base de C1,0azoEsOH. Esta metodologia es similar a la
empleada en la produccién de liposomas a partir de lipidos, sin embargo, desde nuestro
conocimiento, es la primera vez que es utilizada con bloques de construccién m-conjugados
puros con caracteristicas anfifilicas, como lo son las moléculas anfifilicas constituidas por
azobencenos. Los sistemas vesiculares obtenidos se evaluaron mediante microscopia éptica y
de luz polarizada, espectroscopia UV-Vis, microscopia electrénica y dispersidon dindmica de la
luz. Ademas, la capacidad de delivery y las caracteristicas de fotoisomerizacién del sistema se
evaluaron por espectroscopia de fluorescencia usando la sonda calceina. Aunque se obtuvo un
rendimiento de fotoconversién con un PSS de E: Z (36: 54), el cambio en la seccién transversal
promovido por la isomerizacién E-Z fue suficiente para liberar el 97% de calceina.
Adicionalmente, se comprobd la interaccién del colorante Rojo Nilo con las azovesiculas E,
evidenciandose después de la fotoisomerizacidn E-Z, un desplazamiento de la emisidn de
fluorescencia hacia la zona azul del espectro de absorcién, efecto similar al observado en las

vesiculas lipidicas.

Estos hallazgos en el desarrollo de azoanfifilos no idnicos pueden abrir nuevas perspectivas
en el drea de estudio del control remoto de membranas y vesiculas, materia de incesante
innovacidn, con sus consecuencias en el desarrollo de sistemas citomiméticos fotomodulables

y en la administracién inteligente de farmacos.

Finalmente, se informa la sintesis y caracterizacién de un sistema peptidico AcFFCNH,,
llamado péptido A capaz de formar nanoestructuras promovidas inicialmente por el cambio en
las condiciones del medio acuoso a pH 3.0 y 8.0. Ademas, se evalud el rol del aditivo TCEP,
conocido reductor de enlaces disulfuros, en el proceso de organizacién dirigida del péptido A, a
ambos pH. En estas condiciones observamos que el péptido A, formas nanoestructuras tipo
vesiculas, las cuales sufren una transicién vesicula-cinta-fibra en funcién del tiempo. Se pudo
determinar en todos los casos a las 24 horas, la formacidon de manojos de fibras, las cuales
fueron mas robustas a pH 3.0 en condiciones oxidantes. Finalmente se modificd la

organizacion de las fibras maduras obtenidas a pH 8.0, por el agregado de TCEP. En esta



condicidn experimental se observd la ruptura inmediata de los manojos de fibras en
nanoestructuras esféricas y tubos que se organizaron en anillos; finalmente el sistema
evoluciono a la formacidon de nano- y micro vesiculas. Puesto que la funcionalidad de estas
arquitecturas esta intrinsecamente ligada a su estructura jerdrquica y sus morfologias, que a su
vez son consecuencia de una compleja historia de auto-ensamblaje, nuestros resultados
contribuyen a avanzar en el estudio de la elucidacion de los mecanismos de autoagregacion
proteica. De esta forma y como fin ultimo podriamos intervenir racionalmente en el disefo de
nuevas drogas dirigidas a controlar la no deseada agregacién proteica, asociada a diferentes

patologias humanas incurables.



ABSTRACT

Taking inspiration on the concept of translational research, our research projects are
directed towards the development of chemical systems from basic knowledge to application.
Chemical systems can be defined as self-assembled systems that is able to do something
interesting and useful. There are two basic assembly processes used in their construction.
First, there is the spontaneous assembly of amphiphilic molecules which is referred to as self-
assembly. Then, there are energy-requiring processes that lead to long-lived metastable or
steady state structures that are not necessarily the thermodynamically most favored
structures or true equilibrium states, which are referred to as directed assembly. Therefore,
the ability to design and arrange individual molecular building blocks into well-defined

architectures in water remains a challenge.

Initially, we took advantage of our organic chemistry, colloidal and interfacial expertise to
develop a membrane photoswitch with potential utility because its simple chemical structure,
interfacial and bulk properties alone and a biomembrane environment. In this regard, we
present the synthesis and characterization four non ionic amphiphiles 3A, 3B, 4A and 4B based
on azobenzene core. Then, we evaluate their photoisomerization capability and thermotropic
liquid crystal behavior. Only 4A, C;,0azoEsOH, showed to be useful as functional molecule.
Second, the evaluation of 4A pure at the interface by Langmuir monolayers and Brewster
Angle Microscopy was performed. Moreover, the membrane photoswitch and penetration
behavior of C1,0azoE30H in a biological membrane model was tested (Lipoids75™), which is a
major goal to the translation into the area of remote control suitable for biophysical studies in
cells and as a smart delivery system. In the lipid biomembrane E-Z geometrical change of
C120azoEsOH induces phase changes increasing or decreasing the fluidity and the transition
temperature of the mixture. The success of the responsiveness and the resulted functionality is
because of the size of the head and the non-ionic character which plays an essential role in the
packing parameter. Interestingly, Gibbs monolayers showed that both C;,0azoE;OH penetrate

lipid membrane allowing their use as external probes in real systems.

Phototunable vesicles used in drug delivery employed directed assembly of phospholipids
and polymers bounded with azobenzene groups covalently, or mixed non-covalently with a
certain azobenzene percentage. We reported that easy directed assembly using a rotary
evaporator employing, by solvent evaporation and liquid crystal assembly followed by water
induced self-assembly builds a pure azovesicular systems or azoniosome based on

C120azoEsOH. The entire methodology is similar to these employed in the production of



liposomes from lipids, however up to our knowledge it is the first time to use it with a pure
small it conjugated building blocks with amphiphilic features, like an amphiphilic azobenzene.
The obtained vesicular systems were evaluated by optical and polarized optical microscopy,
UV-Vis spectroscopy, electron microscopy and dynamic light scattering. Moreover, the delivery
capabilities and the characteristics of the system upon E-Z photoisomerization were evaluated
by fluorescence spectroscopy using calcein dye. Although the photoconvertion proceed only to
E:Z (36: 54), the cross-section change promoted by the E-Z isomerization was sufficient to
release calcein dye up to 97%. Additionally, Nile red interacts with E azovesicles, showing a

blueshift emission after E-Z photoisomerization similar to those observed in lipids vesicles.

Our findings in the development of non-ionic azo amphiphiles may open new perspectives
in the area of remote control of membranes and vesicles on demand with its consequences in

the development of photoswitchable cytomimetic systems and in drug delivery.

Finally, we report the synthesis and characterization of a peptide system AcFFCNH,, called
peptide A capable of forming nanostructures initially promoted by the solvent change at two
aqueous conditions at pH 3.0 and pH 8.0. In addition, the role of the TCEP additive, known as
disulfide - reduction agent, was evaluated in the process of the directed organization of
peptide A at both pH. In these conditions we observed that peptide A, forms vesicles-like
nanostructures, which undergoes a vesicle-ribbon-fiber transition as a function of time. It was
determinated in all cases at 24 h., the formation of fiber bundles, which were more robust at
pH 3.0 under oxidizing conditions. Finally the organization of the mature fibers obtained at pH
8.0 was modified by the addition of TCEP. In this experimental condition it was observed the
immediate rupture of the fiber bundles in spherical nanostructures and tubes that were
further organized in rings. Finally the system evolved to the formation of nano- and micro-
vesicles. Since the functionality of these architectures is intrinsically linked to its hierarchical
structure and its morphologies, which in turn are the result of a complex history of self-
assembly, our results contribute to the study of the elucidation of the mechanisms of protein
self-aggregation. In this way and as a final aim we could rationally take part in the design of
new drugs aimed at controlling the unwanted protein aggregation associated with different

incurable human pathologies.
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Acrénimos

Simbolos:

A = Amstrong

Cst=Mddulo de compresibilidad
ACp = Cambio de capacidad calorifica
AH = Cambio de entalpia

AG = Cambio de energia de Gibbs
AS = Cambio de entropia

€ = Coeficiente de extincién molar
A = Longitud de onda

Amax = Longitud de onda méaxima
MQ = megaOhmio

mN = miliNewton

UM = micromolar

M = Presién superficial

K = Momento dipolar

ACN = Acetonitrilo

AN = Numero de aceptor de electrones
BAM = Microscopia de Angulo de Brewster
CAC = Concentracién de Agregacidn Critica
CH,Cl, = Diclorometano

CHCl3 = Cloroformo

CoA= Coagel

Cr = Sélido Cristalino

DIEA = N,N- diisopropiletilamina

DLS = Dispersién de Luz Dinamica

DMF = Dimetilformamida

DN = Numero de donor de electrones

DSC = Calorimetria Diferencial de Barrido
EISA = Autoensamblado controlado por evaporacion
EM-AR = Masas de alta resolucién

EM-ESI = Espectrometria de Masas de lonizacidn mediante electro-spray



vii

EM-FAB = Espectrometria de Masas de lonizacién mediante bombardeo de atomos rapidos
EM-Maldi-TOF = Espectroscopia de masas de ionizacién/desorcion mediante laser asistida por
matriz, acoplada a un analizador de tiempo de vuelo.

EtsN = Trietilamina

EtOH = Etanol

FF = Difenilalanina

GUV = Vesiculas Unilaminares Gigantes

HBTU = O-(Benzotriazol-1-yl)-N,N,N' N'-tetrametiluronio hexafluorofosfato
HEPES = Acido 4-(2-hidroxietil) piperazina-1-etano sulfénico
HFIP = Hexafluoroisopropanol

HOBT = 1-hidroxibenzotriazol

| = Fase Isotrépica

IA =Indice de agregacién

'PrOH = Isopropanol

Kcps = Kilocuentas por segundo

LC = Cristales liquidos

Ln = Fase Laminar

LUV = Vesiculas unilaminares

ME = Microscopia electrénica

MeOH = Metanol

MLV = Vesiculas multilaminares

MMA = Area molecular promedio

MO = Microscopia Optica

N = Nematica

NaCl = Cloruro de Sodio

NaHCOs = Bicarbonato de Sodio

NaOH = Hidréxido de Sodio

NT = Nanotubo

NW = Nanocable

Pf = Punto de fusion

Pl= Fase Pseudoisotrdpica

PM = Peso molar

Phe = fenilalanina

Pl = Punto Isoeléctrico

POM = Microscopia éptica de luz polarizada.

PSS = Estado foto-estacionario

Rf = Frente de solvente
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RMN = Resonancia Magnética Nuclear

RN = Rojo Nilo

SEA = Sustitucién electrofilica aromatica

SEM = Microscopia Elecrdnica de Barrido
SmA = Esméctica A

SmC = Esméctica C

SUV = Vesiculas unilaminares pequefias

TBTU = Tetrafluoroborato de O-benzotriazol-1-il-N,N,N’,N’- tetrametiluronio
TCEP = Tris (B-Cloroetil) Fosfato

TEM = Microscopia electrdénica de transmision
TFA = Acido Trifluoro acético

TIS = Triisopropilsilano

TLC = Cromatografia de Placa Fina

Tpen = Temperatura de penetracién

UV-Vis = Espectroscopia Ultravioleta-Visible
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Capitulo I: Introduccion General
1.1 Autoorganizacion en biologia

Desde simples biomoléculas hasta los sistemas biolégicos mas complejos, la Naturaleza se
nos revela como una maquinaria compleja y sofisticada, maravillandonos. Si bien esta
magquinaria esta gobernada por leyes sencillas que conducen al reconocimiento y la auto-
organizacién, hasta el momento es muy dificil mimetizar el exquisito control espacial y temporal

ejercido por la Naturaleza.!

Los sistemas autoorganizados? se caracterizan por su diversidad tal que se presentan tanto
en un complejo receptor-ligando a nivel biomolecular, pasando por el autoensamblado de
particulas de virus microscopicos®, hasta la formacidn de estructuras macroscépicas fibrilares
como las producidas por arafias y gusanos de seda.* La informacidn para el ensamblaje de las
macromoléculas en agregados nanoestructurados de gran complejidad esta contenida en las
propias subunidades que las forman. En las condiciones adecuadas, es posible promover la
agregacion espontanea de las subunidades originando la estructura final. El virus del mosaico del
tabaco fue el primer autoagregado macromolecular modelo para el estudio del proceso de
agregacion (Figura 1.1), el cual es capaz de formarse a partir de sus componentes disociados,

ARN y subunidades proteicas, al mezclarlos en solucidn.

»
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Figura 1.1 Virus del mosaico del tabaco. TEM (derecha) y esquema de sus constituyentes (izquierda).

Ademas de las proteinas y acidos nucleicos, otras moléculas responsables de las funciones
vitales de las células, como los lipidos, pueden autoorganizarse en nanoestructuras ordenadas

tales como las bicapas, constituyentes de la membrana celular.

Las membranas bioldgicas no solo confinan estructuras delimitando su espacio funcional,
sino que mantienen las diferencias esenciales entre el interior y el entorno exterior inmediato

que las rodea. La membrana citoplasmatica celular contiene los diferentes tipos de organelas

1 B. Alberts, D. Bray, J. Lewis, M. Raff, K. Roberts y J.D. Watson, Molecular Biology of the cell, 6ta ed. Garland
Publishing: New York,, 641 (2015).

2 G.M. Whitesides, B. Grzybowski, 'Self-assembly at all scales'(2002) 295 Science 2418.

3 T. Pawson y P.Nash, 'Assembly of cell regulatory systems through protein interaction domains' (2003) 300 Science
445,

4S. Rammensee, U. Slotta, T. Scheibe, A.R. Bausch, 'Assembly mechanism of recombinant spider silk proteins' (2008)
105 Proc. Natl. Acad. Sci. 6590.
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tales como nucleo, reticulo endoplasmatico rugoso y liso, mitocondrias, ribosomas, aparato de
Golgi, entre otros. Las organelas, a su vez, también constituyen sistemas autoensamblados

conformadas por proteinas y una membrana interna con actividad funcional similar a Ila

membrana plasmatica de la célula (Figura 1.2). Estas organelas responsables del funcionamiento
celular tienen morfologias caracteristicas las cuales estan directamente relacionadas con sus

funciones bioldgicas.!

Glicoproteinas
Carbohidratos
Proteinas

Figura 1.2 Dibujo de una célula y los constituyentes de la membrana celular.

La importancia de la morfologia en relacién a su funcién es obvia en el mundo bioldgico,
pero no resulta tan evidente desde la perspectiva quimica. Asi el estudio de la relacidon entre
estructura quimica-morfologia ha emergido como un drea de la quimica con muchas
potencialidades ya sea en el estudio de sistemas biolégicos como en el desarrollo de materiales

biomiméticos.
1.2 Quimica Organica y su relacién con la Nanoquimica

Podemos referirnos al estudio y la sintesis de sistemas quimicos con caracteristicas y
funcionalidad en la escala de longitud del orden nanométrico como la nanoquimica, y a aquellos
compuestos con caracteristicas de tamafo del orden de 1 a 100 nm como nanomateriales,
definidos como materiales cuyas propiedades cambian segin su tamafio, o el tamafio de sus
componentes. En términos generales, hay dos enfoques para la dimensién de la nanoescala:
“botton-up” y “botton-down”.> El enfoque de “botton-down” incluye las modernas técnicas para
la produccion de componentes electrénicos y es el que se aplica en la nanotecnologia. La
ingenieria a la nanoescala implica seguir un procedimiento, como un ingeniero o un artesano
hace a escala macroscdpica, pero utilizando técnicas especializadas con el fin de miniaturizar los

procesos. Al contrario, el enfoque de “botton-up” mimetiza la autoorganizacion biolégica, y

5G. Ozin y A. Arsenault, Nanochemistry, Royal Society of Chemistry: Cambridge, (2005).
3
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tiene como objetivo producir componentes funcionales a través de la autoorganizacion de
moléculas. A este proceso nos referimos como nanoquimica. También podemos incluir en la
nanoquimica al disefio de los sistemas moleculares que aportan caracteristicas, funcionalidad o
propiedades emergentes en la escala nanométrica. Asi el autoensamblaje molecular puede
definirse como el proceso por el cual dos 0 mas componentes se organizan y asocian, de forma
auténoma, para dar lugar a superestructuras de forma espontanea. El autoensamblaje molecular
puede ser de dos clases: dindmico o estético.®

En el primer caso, la interaccién responsable de la organizacién de la estructura, tiene lugar
disipando energia, como por ejemplo: sistemas solares, y reacciones de difusién.” En el segundo
caso el sistema esta en equilibrio global o local, y no se disipa energia, en este caso la
organizacién de la estructura puede requerir el aporte de energia, como es el caso de los
cristales liquidos ® y cristales moleculares. °

Por otro lado la quimica medicinal se relaciona principalmente con la aplicacién de técnicas
de investigacion quimica dirigida principalmente a la sintesis de farmacos. Durante las primeras
etapas del desarrollo de la quimica medicinal, los cientificos se interesaron principalmente por
el aislamiento de compuestos bioactivos que se encuentran en plantas y animales vy
recientemente este area ha tenido un gran resurgimiento debido al desarrollo de otra areas de
la ciencia como la genédmica.'® ! Hoy en dia, el descubrimiento de nuevas moléculas bioactivas
estd mas relacionado con la quimica organica sintética, tales como la quimica combinatoria.?
Sin embargo, los arreglados supramoleculares tienen especial interés en el descubrimiento y
desarrollo de farmacos, debido principalmente a su importancia en la bioactividad y en el
transporte de las moléculas en los sistemas vivos.r* Por otro lado, en los Ultimos afios la
agregacidon proteica se ha convertido en un tema de elevada importancia en biologia,
biotecnologia y medicina.’* Un nimero creciente de evidencias demuestran fehacientemente
que el mal plegamiento de proteinas y su agregacidon, muchas veces en forma de fibras
amiloides, conlleva la formacion de depdsitos celulares insolubles que son los responsables

finales de un creciente nimero de enfermedades humanas. Este tipo de enfermedades,

6 G. M. Whitehouse, B. Grzybowski, 'Self-assembly al all scales' (2002) 295(5564) Science 2418.

7'S. Jakubith, H. Rotermund, W. Engel, A. von Oert-zen, G. Ertl, 'Spatiotemporal concentration patterns in a surface
reaction: Propagating and standing waves, rotating spirals, and turbulence' (1990) 65 Phys. Rev. Lett. 3013.

8 J.C. Loudet, P. Barois, P. Poulin, 'Colloidal ordering from phase separation in a liquid-crystalline continuous phase'
(2000) 407 Nature 611.

9 L. Isaacs, D. N. Chin, N. Bowden, Y. Xia, G. M. Whitesides, Supramolecular Materials and Technologies, John Wiley &
Sons Ltd., New York, 1-46 (1999).

10 E, Fischer, 'Nobel Lecture: Syntheses in the Purine and Sugar Group' Nobelprize.org. Nobel Media AB (2013) Web.
30 Sep 2013.

11 A, L. Harvey, R. A. Edrada-Ebel y R. J. Quinn, 'The re-emergence of natural products for drug discovery in the
genomics era' (2015) 14 Nature Reviews Drug Discovery 111.

12 R.B. Silverman, The organic chemistry of drug design and drug action, 2da ed, Academic Press, (2004).

13 K.K. Jain, Drug Delivery Systems Series. Methods in Molecular Biology, 437, Humana Press, (2008).

14 F, Geneser, 'Introduccion’, Histologia Editorial Panamericana, (2000).

4


https://journals.aps.org/prl/abstract/10.1103/PhysRevLett.65.3013
https://journals.aps.org/prl/abstract/10.1103/PhysRevLett.65.3013

Capitulo I: Introduccion General

agrupadas bajo el concepto de enfermedades conformacionales, engloban una gran diversidad
de afecciones tanto neurodegenerativas como sistémicas de las que cabria destacar
enfermedades con una gran relevancia socioecondmica como pueden ser la enfermedad de
Alzheimer®, de Parkinson?, la amiloidosis sistémica'’ y el cancer.®

Por lo expuesto, la comprensiéon del proceso de autoorganizacidon podria proporcionar
herramientas racionales en la lucha contra estas enfermedades, no sélo para comprenderlas

sino también para proporcionar formulaciones de farmacos eficaces, selectivas y especificas.
1.3 Quimica Supramolecular como herramienta para disefiar modernos materiales

La Quimica Supramolecular ha sido definida por Jean-Marie Lehn, quién gand el Premio
Nobel por su trabajo en el drea de quimica supramolecular en 1987, como la "quimica de los
conjuntos moleculares y de la unién intermolecular”.’® Méas coloquialmente, podria expresarse
como "quimica mas alld de la molécula". Otras definiciones incluyen frases como "la quimica del
enlace no covalente" y "la quimica no molecular. Originalmente la quimica supramolecular se
definia en términos de la interaccidn no covalente entre una molécula "anfitrion" y una molécula

“huésped”.

155, Sadigh-Eteghad et al, 'Amyloid-beta: a crucial factor in Alzheimer's disease' (2015) 24(1) Med Princ Pract 1.

16 |, Breydo, J. W. Wu y V. N. Uversky, 'Alpha-synuclein misfolding and Parkinson's disease' (2012) 1822(2) Biochim
Biophys Acta 261.

17 L. M. Blancas-Mejia y M. Ramirez-Alvarado, 'Systemic amyloidoses' (2013) 82 Annu Rev Biochem745.

18 |, P. Rangel et al, 'The aggregation of mutant p53 produces prion-like properties in cancer' (2014) 8(1) Prion 75.

19 J.-M. Lehn, 'Nobel Lecture: Supramolecular Chemistry - Scope and Perspectives: Molecules - Supermolecules -
Molecular Devices' Nobelprize.org. Nobel Media AB 2014. Web. 14 Jan 2017.
<http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/chemistry/laureates/1987/lehn-lecture.html>

5



Capitulo I: Introduccion General

o B

Estimulo 1
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(molecular wires)
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Figura 1.3. Dibujo que representa la idea de quimica supramolecular moderna.

El trabajo en la quimica supramolecular moderna no sélo abarca los sistemas anfitridén-
huésped, sino también dispositivos y maquinarias moleculares, procesos de reconocimiento
molecular, también llamados “auto-procesos", tales como el autoensamblaje y autoorganizacion
y presenta una importancia singular en la interface con la nanoquimica. Una mdaquina de nivel
molecular se puede definir como "un conjunto de un numero distinto de componentes
moleculares que estan disefiados para realizar movimientos similares a una maquina (salida)
como resultado de una estimulacién externa apropiada (entrada).’® Ademds, una mdquina
requiere un suministro de energia para su funcionamiento, y puede ser impulsado por fuentes
de energia adecuadas. En paralelo con su influencia en muchas otras areas, Richard Feynman
(Premio Nobel de Fisica 1965) también ha sido una fuente de inspiracién en este campo. En su
charla visionaria en la Reunién Anual de la Sociedad Americana de Fisica en 1959, llamd la
atencion sobre la posibilidad de construir pequefias maquinas a partir de atomos, y al reto de,
por ejemplo, hacer una maquina infinitesimal como un automoévil. Destacd algunas de las
posibilidades y problemas asociados con la escala atdmica?!, que en cierta medida se convirtid

en una inspiracién para seguir avanzando hacia la maquinaria molecular.

20y, Balzani, A. Credi, F. Raymo, J. Stoddart, 'Artificial Molecular Machines' (2000) 39 (19) Angew. Chem. Int. Ed. 3348.
21 R. P. Feynman, R. B. Leighton y M. Sands, 'The Feynman Lectures on Physics' (1966) 46 (1) Addison-Wesley, Reading,
MA.
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Con el fin de construir una maquina compleja, generalmente se requieren varios bloques
constructivos, y la funcién del dispositivo esta destinada a ser una consecuencia de su montaje.
El disefio de los componentes, y el control de su conectividad integral, esta asi en el corazén del
desarrollo de la maquina. Ademds, un alto grado de movimiento relativo controlado entre sus
partes es esencial para que la maquina produzca la operacidn deseada. Controlando la
traduccidn y los movimientos de rotacion de los componentes de la maquina, acoplados a una
entrada de energia externa, es posible obtener la funcidn predeterminada. Una madquina
también necesita interactuar con su entorno, cuando sus operaciones ocurren a escala
molecular, para poder superar la fluctuacidon térmica (movimiento browniano) que influye en su
accion mecanica. Este desafio ha sido abordado por quimicos y fisicos (tedricos) con el objetivo
de escapar al ruido aleatorio o de aprovecharlo para el movimiento controlado.?” 2 En ultima
instancia, el control y la conduccién de la maquina mediante el abastecimiento externo de luz u
otras fuentes de energia le llevaran a funcionar fuera del equilibrio en sistemas disipativos. Esta
accién es esencialmente mantenida por los componentes del motor de la mdaquina, que

impulsan el movimiento relativo y el funcionamiento de otras partes incorporadas.

Dos importantes avances tecnoldgicos han demostrado ser particularmente Utiles para
abordar el complejo reto de construir maquinas a escala molecular. El primero de ellos consiste
en el entrelazamiento topoldgico y los denominados enlaces mecdnicos,* 2> 26 27 mjentras que
el segundo se basa en enlaces isomerizables (insaturados),?® y ambos avances han dado lugar a
amplios rangos de estructuras complejas con funciones similares a las maquinas. Por estos
trabajos se ha otorgado el Premio Nobel de Quimica 2016 a Jean-Pierre Sauvage, J. Fraser

Stoddart and Ben L. Feringa.?®

1.4 Fuerzas involucradas en el proceso de autoorganizacién en Quimica Supramolecular

En un medio acuoso, los enlaces covalentes son entre 10 y 100 veces mas fuertes que el

resto de las fuerzas de atraccién entre los atomos, por lo cual este tipo de unidon es la que

22 A, Ajdari y J. Prost, 'Drift Induced by a Spatially Periodic Potential of Low Symmetry — Pulsed Dielectrophoresis'
(1992) 315 (13) C. R. Acad. Sci. Paris 1635.

23 R, D. Astumian, 'Thermodynamics and Kinetics of a Brownian Motor' (1997) 276 (5314) Science 917.

24 C. O. Dietrich-Buchecker, J. P. Sauvage y J. P. Kintzinger, 'Une nouvelle famille de molécules: Les métallo-caténanes'
(1983) 24 (46) Tetrahedron Lett. 5095.

25 M. Cesario, C.Dietrich-Buchecker, J. Guilhem, C. Pascard y J.-P. Sauvage, 'Molecular Structure of a Catenand and Its
Copper(l) Catenate: Complete Rearrangement of the Interlocked Macrocyclic Ligands by Complexation' (1985) J.
Chem. Soc. Chem. Commun. 244.

26 p, L. Anelli, N. Spencer y J. F. Stoddart, 'A Molecular Shuttle' (1991) 113 (13), J. Am. Chem. Soc. 5131.

27 R, A. Bissell, E. Cérdova, A. E. Kaifer y J. F. Stoddart, 'A Chemically and Electrochemically Switchable Molecular
Shuttle' (1994) 369 (6476) Nature 133.

28 N. Koumura, R. W. J. Zijlstra, R. A. van Delden, N. Harada, B. L. Feringa, 'Light-Driven Monodirectional Molecular
Rotor' (1999) 401 (6749) Nature 152.

29 |, Feringa, 'The 2016 Nobel Prize in Chemistry - Press Release' Nobelprize.org. Nobel Media AB 2014. Web. 4 Jan
2017. <http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/chemistry/laureates/2016/press.html>
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determina las conexiones entre los atomos de las moléculas. Considerando la biologia, es
importante destacar la importancia de las uniones especificas entre las moléculas, las cuales son
mediadas por un grupo de atracciones no covalentes que son bastante débiles individualmente,
pero que sumadas energéticamente son decisivas en la creacion de fuerzas efectivas de union
entre las superficies complementarias de dos macromoléculas capaces de interactuar entre

ellas.

Las uniones no covalentes son: las atracciones electrostaticas (enlaces idnicos); las uniones

puente hidrégeno; las atracciones de van del Waals; y el efecto hidrofébico (Figura 1.4).

SO;
N+
@ + - H"O
NH3 N/ ./
o~ H M
new C-C bond

Atraccion Electrostatica Enlace Covalente Pt HIdFSgesio

Atraccion de Van der Waals Efacto Hidrofohien

Figura 1.4 Dibujos de diferentes tipos de interacciones entre moléculas (modificado de Veuthey at. al).?°

La tabla 1.1 compara las fuerzas de los tres primeros tipos de enlaces no covalentes, con la
de un enlace covalente tipico, ambos en presencia y en ausencia de agua. El efecto hidrofébico

no estd especificado en la tabla por no considerarse estrictamente un enlace.3% 3

30 T.V. Veuthey, M. G. Herrera y V. |. Dodero. 'Dyes and Stains: from molecular structure to histological application'
(2014) 1 T Frontiers in Bioscience Landmark Edition 91.

31 ), W. Steed y J. L. Atwood, Supramolecular Chemistry, 2nd edition John Wiley & Sons, Ltd ISBN: 978-0-470-51233-3
(2009).

32 p, Metrangolo, F.Meyer, T.Pilati, G. Resnati, G. Terraneo, 'Halogen Bonding in Supramolecular Chemistry' (2008)
47(33) Angewandte Chemie 6114.
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FUERZA (kcal/mol)
DISTANCIA

TIPO DE ENLACE (nm) EN VACIiO EN AGUA
-Covalente 0,15 90 90
No covalentes:
-Atraccion electrostatica idnica 0,25 80 3
‘Puente hidrégeno 0,30 4 1
‘Van del Waals 0,35 0,1 0,1

Tabla 1.1 Uniones quimicas covalentes y no covalentes.

A continuacién se comenta brevemente cada uno de estos tipos de interacciones

supramoleculares:

- Atracciones electrostaticas: son las fuerzas de atraccion entre atomos de cargas
opuestas y son de marcada importancia en ausencia de agua. Estan presentes en
moléculas polares con dipolos permanentes pero son mucho mds fuertes cuando los
atomos involucrados estan completamente cargados (enlaces idnicos). En el entorno
bioldgico, la presencia de moléculas polares de agua rodea a los &tomos cargados (tanto
iones como dipolos permanentes) formando clusters que reducen considerablemente la

atraccién de las especies cargadas.

- Uniones puente hidrdogeno: este enlace representa una forma especial de interaccion
polar en la cual un dtomo de hidrégeno electropositivo es parcialmente compartido por
dos atomos electronegativos. Esta disposicion de un hidrégeno disociado de un atomo
donor para ser compartido por un segundo atomo aceptor es altamente direccionada,
originando una uniéon muy fuerte cuando forma una linea recta entre los tres dtomos
involucrados. La presencia de moléculas de agua debilita esta unién por la competencia

en la formacion de los puentes de hidrogeno intermoleculares.

- Atracciones de tipo van der Waals: la nube electrdnica alrededor de cualquier atomo no
polar fluctia produciendo un dipolo oscilante, el cual va a inducir transitoriamente un
dipolo de polarizaciéon opuesta en otro &tomo cercano. Aunque esta interaccion genera
una atraccion muy débil entre atomos, al involucrar muchos atomos simultaneamente,

el efecto final resulta significante. El agua no debilita este tipo de atraccion.

- Efecto hidrofébico: son fuerzas causadas por la expulsidn de las superficies no polares
fuera del entramado puente hidrégeno del agua, de manera de evitar su interferencia

fisica en las interacciones altamente favorables entre las moléculas de agua. Son
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consideradas fuerzas no especificas porque las superficies no polares son recluidas
juntas como resultado de reducir su contacto con el agua. Son las fuerzas que
intervienen principalmente en la autoensamblado de anfifilos en estructuras bien
definidas como micelas y bicapas, asi como en el adecuado plegamiento de las

moléculas de una proteina en su estructura cuaternaria, responsable de su funcidn.

Estas cuatro fuerzas de interaccion son conocidas como fuerzas de intra-agregacion porque
determinan el empaquetamiento entre moléculas del mismo tipo, formando diferentes
estructuras supramoleculares que pueden ser transformadas unas en otras al cambiar las
condiciones de la solucidn, tales como fuerza idnica, pH o temperatura. Un tipo particular, pero
muy comun, de moléculas que forman este tipo de estructuras supramoleculares en solucién
acuosa son aquellas llamadas moléculas anfifilicas. Un ejemplo tipico de este tipo de moléculas
lo componen los acidos célicos y derivados, presentes en la bilis, encargados de emulsionar los
componentes oleosos en el intestino delgado.®® Son moléculas que presentan tanto
caracteristicas lipofilicas como hidrofilicas, debido a que en su estructura molecular hay dos o
mas zonas con diferente hidrosolubilidad. Esta diferencia de hidrosolubilidad entre los
segmentos de una molécula genera que estén presentes varias interacciones intermoleculares
en los sistemas donde participan las moléculas anfifilicas, tanto consigo mismas como con el

medio continuo.
1.5 Procesos de agregaciéon molecular. Autoensamblado versus ensamblado dirigido®*

La agregacion molecular tiene lugar segun dos tipos de procesos basicos. En primer lugar, el
ensamblado de moléculas en clusters, nanoparticulas, o inclusive agregados coloidales mas
grandes, puede ocurrir de forma espontdnea, este proceso es conocido como autoagregacion.
Por otra parte, hay procesos que requieren de energia (impulsados por un campo externo) que
conducen a estructuras no necesariamente favorecidas termodindmicamente, de tipo
metaestables, de larga vida media, o que corresponden a un pseudo-estado estacionario. Estos
ultimos no alcanzan un verdadero estado de equilibrio y son denominados procesos de
agregacion dirigida (Directed-Assembly). La energia puede ser entregada en forma de trabajo

mecanico (flujo o presion), calor, luz, electricidad, magnetismo o energia quimica.

Las estructuras biolégicas en general se encuentran en un estado de no equilibrio.

Desafortunadamente, a diferencia de los sistemas termodinamicos, las estructuras y procesos de

33 ). Maldonado-Valderrama, P. Wilde, A. Macierzanka, y A. Mackie, "The role of bile salts in digestion' (2011) 165(1) Advances in
Colloid and Interface Science 36.

34 J. Israelachvili, Intermolecular and Surface Forces, 32 Edition, DOI: 10.1016/B-978-0-12-391927-4.10021-0, Elsevier Inc. Pag 629
(2011).
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no-equilibrio o equilibrio de fluctuacién lento, no tienen ecuaciones fundamentales, similares a
las leyes de la Termodinamica, que puedan predecir qué tipo de estructura va a ser formada,
incluso cuando la velocidad y el tipo de energia suministrada sean especificas, si bien ciertas
“ecuaciones maestras” han sido propuestas desde la fisica tedrica.> 3¢ Las estructuras en el
estado estacionario pueden ser las mismas que las estructuras en el estado de equilibrio, aunque
obtenidas bajo condiciones experimentales distintas; o pueden ser totalmente diferentes, no
equivalentes con un estado de equilibrio en particular, por ejemplo, una fase laminar en
equilibrio cambiando a una fase micelar ordenada o a una fase hexagonal cuando es sometida a
friccion. Son conocidas como estructuras en estado estacionario fuera del equilibrio, que

requieren un continuo suministro de energia para mantenerse.

membrana
semipermeable

uniones .
) ari vesiculas encapsulando
complementarias p -
'. moleculas activas
tipo gel

Figura 1.5 Esquema de estructura biomimética producida por agregacién dirigida con aplicaciones

biomédicas como la liberacién controlada de drogas o drug-delivery.

Organizaciones altamente complejas, como la que se muestra en la Figura 1.5, pueden ser
disefiadas Unicamente a través de la combinacién de ambos procesos de autoagregacion y
agregacion dirigida, requiriendo de varias etapas en la mayoria de los casos. Estructuras
formadas por agregacién dirigida, que mimetizan estructuras bioldgicas, pueden ser controladas
reversiblemente a través de la modulacién de las fuerzas involucradas entre las estructuras, por
ejemplo, por aplicacion de luz de diferentes longitudes de onda para fotoisomerizar
reversiblemente las moléculas que las constituyen. Este tipo de materiales fluidos complejos son

n u n u

corrientemente denominados “inteligentes”, “controlados”, “conmutables”, y /o “adaptables”.

35 ). Schnakenberg, 'Network theory of microscopic and macroscopic behavior of master equation systems' (1976) 48
Rev. Mod. Phys. 571.

36 M. Bier, y R. van Roij, 'Relaxation dynamics in fluids of platelike colloidal particles' (2007) 76 Phys. Rev. E
(2Pt1):021405.
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1.6 Bloques de Construccion usados en esta tesis y sus generalidades estructurales
1.6.1 Azobencenos como interruptores moleculares.”

Los azobencenos son una familia de compuestos que poseen dos restos aromaticos unidos a
través de un grupo azo (-N=N-). Estos compuestos se caracterizan por ser muy coloreados,
propiedad que los lanzé a la industria de los denominados colorantes FD&C [de las siglas inglesas
comida (food), medicamentos (drug) y cosméticos (cosmetics)]. Actualmente estos colorantes
azoicos representan aproximadamente el 60% de la produccién industrial.3® 3% %0 Las mas

recientes aplicaciones estan relacionadas con su utilizacién como interruptores épticos.* #?

El grupo azobenceno puede ser considerado como un material fotocrdmico, es decir, que
cambia de color al ser irradiado con luz, ya que al igual que los dobles enlaces carbonados, los
azobencenos poseen dos isdmeros geométricos (E/Z) en torno al -N=N- que absorben a diferente
longitud de onda, el isémero trans (E) es ~12 Kcal mol? (0,6 eV) mas estable que el isdmero cis

(Z .43

2

trans-azobenceno cis-azobenceno

Figura 1.6 Fotoisomerizacién del grupo azobenceno.

La barrera de energia del estado foto-excitado es del orden de ~23 Kcal mol? (1,0 eV).** El
trans azobenceno se isomeriza en el conféormero cis por absorcién de un fotén de una frecuencia
determinada, al ser irradiado con luz de longitud de onda entre 320-350 nm. La reaccién es
reversible y el ismero trans es recuperado por irradiacion del isémero cis con luz de 400-450

nm, o por reversién térmica. Para muchos azobencenos, ambas conversiones fotoquimicas

37 E. Merino y M. Ribagorda, 'Control over molecular motion using the cis—trans photoisomerization of the azo group'
(2012) 8 Beilstein J. Org. Chem. 1071.

38 P, F. Gordon y P. Gregory, Organic Chemistry in Colour, Springer, 95 (1983).

39 H. Zollinger, Color Chemistry. Syntheses, Properties, and Applications of Organic Dyes and Pigments, 3rd ed., Wiley-
VCH, (2003).

40 K, Hunger, Industrial Dyes: Chemistry, Properties and Applications, Wiley-VCH, 14, (2003).

41 K. G., Yager, C. J. Barrett, 'Novel photo-switching using azobenzene functional materials' (2006) 182 Journal of
Photochemistry and Photobiology A: Chemistry 250.

42Y, Gong, T. Jiao, Q. Hu, N. Cheng, W. Xu, Y. Biy L. Yu, 'Rational Design of Multiple-Stimulus-Responsive Materials via
Supramolecular Self-Assembly' (2015) 119 J. Phys. Chem. C 16349.

43 H. Rau, 'Spectroscopic Properties of Organic Azo-Compounds' (1973) 12 Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 224.

44 E.V.Brown, G. R. Grunneman, (1975) , J. Am. Chem. Soc., 621.
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ocurren en la escala de picosegundos, mientras que la relajacidén térmica del isémero cis al trans
es mucho mas lenta (milisegundos a dias). Si tanto el isémero trans como el isémero cis
absorben luz en la frecuencia incidente, se genera un estado foto-estacionario (PSS) donde
existe equilibrio entre los dos isémeros. El proceso de foto-isomerizacién trans—>cis, lleva
implicito un cambio notable de sus propiedades fisicas como la geometria molecular, momento

dipolar y el espectro de absorcién.* 4647, 48

En el proceso de isomerizacién la distancia entre las posiciones mas alejadas de los anillos
aromaticos disminuye desde 9,0 A (trans) hasta 5,5 A (cis) (Figura 1.6).% El isdmero trans es
practicamente plano (1 ~ 0), mientras que el isdmero cis adopta una geometria angular, en la
qgue uno de los anillos gira para evitar repulsiones estéricas, enfrentando una de las nubes nt de
un anillo aromatico al otro, dando como resultado un p ~ 3.0 D.>* > Esta disposicion de los
anillos aromaticos se refleja también en los espectros de resonancia magnética nuclear de
protdn (*H-RMN). Las sefiales correspondientes al isémero cis sufren un apantallamiento, debido
al efecto anisotrdpico de la nube mt del anillo aromatico, apareciendo a campo mas alto que las

sefiales correspondientes del isémero trans.>?

El espectro de absorcion de UV de un azobenceno presenta dos bandas de absorciéon
caracteristicas, correspondientes a las transiciones electronicas m->mn* y n—>mn*. La transicion
n—>1* se encuentra generalmente en la regidon de UV-cercano y es también comun a sistemas
carbonados referibles como el estilbeno (Figura 1.7).%% La transicidn electrdonica denominada n-
* se suele situar en la region del visible, y se debe a la presencia del par de electrones sin
compartir de los dtomos de nitrégeno.>* Esta segunda transicién electrénica hace que los
azobencenos tengan un proceso dinamico de fotoisomerizacion diferente a los sistemas

carbonados.

45 H. Suginome, CRC Handbook of Organic Photochemistry and Photobiology, Eds.:W. M. Horspool, P. S. Song, CRC
Press: Boca Ra-ton, FL, USA, 824, (1995).

46 H. Rau, 'Azo Compounds. In Photochromism, Molecules and Systems'(2003) Vol. 1, Diirr, H.; Bouas-Laurent, H., Eds.;
Elsevier: 165.

47 K. Morgenstern, 'lsomerization Reactions on Single Adsorbed Molecules' (2009), 42 (2) Acc. Chem. Res. 213.

48 J. Henzl, M. Mehlhorn, H. Gawronski y K.-H Rieder y K. Morgenstern, 'Reversible cis-trans isomerization of a single
azobenzene molecule' (2006) 45 K. Angew. Chem 603.

49 H. Koshima, N. Ojima , H. Uchimoto, 'Mechanical motion of azobenzene crystals upon photoirradiation' (2009) 131
J. Am. Chem. Soc. 6890.

50 G, S. Kumar, D. C. Neckers, 'Photochemistry of azobenzene-containing polymers' (1989) 89 Chem. Rev. 1915.

51 H. Rau, Photoisomerization of Azobenzenes. In Photochemistry and Photophysics, Ed. CRC Press: Boca Raton, FL,
USA, 119, (1990).

52 S, Peris, B. Tylkowski, J. C. Ronda, R. Garcia-Valls, J. A. Reina y M. Giamberini, 'Photoisomerization of Azobenzene
Derivatives Confined in Gold Nanoparticle Aggregates' (2009), 47, J. Polym. Sci., Part A: Polym. Chem., 5426.

53 R. J. Sension, S. T. Repinec, A. Z. Szarka y R. M. Hochstrasser, (1993), 98, J. Chem. Phys., 6291.

54 T. Néagele, R. Hoche, W. Zinth, J. Wachtveitl, 'Femtosecond laser studies of the cis-stilbene photoisomerization
reactions' (1997) 272, Chem. Phys. Lett., 489.

13



Capitulo I: Introduccion General
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Figura 1.7 Espectro UV- Vis caracteristico de un azobenceno tipo estilbeno

Los azocroméforos aromaticos se pueden clasificar en tres tipos en funcién del orden
energético de sus estados electrénicos: la transicion de energia mas baja indicada como S; (n-
1t*), que ocurre en la regidén del visible; y la segunda transicion que ocurre en la regiéon UV del
espectro, denotada como S, (n-1t*).>> Este orden depende en gran medida de la naturaleza
electrénica de los anillos aromaticos del azobenceno. Cada tipo de azocroméforo ademas tiene
un color predominante definido por la longitud de onda de la banda de absorcion maxima (Amax)

(indicado entre paréntesis en cada caso):

i) Tipo azobenceno: aquellos que presentan una banda n-nt* muy intensa en la region del
UV, y una n-t* mas débil en el visible (color amarillo). La naturaleza electrénica de los anillos

aromaticos es muy parecida al azobenceno mas sencillo (Ph-N=N-Ph).

ii) Tipo aminoazobenceno (para- o orto-(X)-CeHs-N=N-Ph): las bandas m-n* y n-m*
aparecen muy juntas o incluso colapsan en la region del UV-visible cercano. Son azocompuestos
gue presentan sustituyentes dadores de electrones (X) en las posiciones orto o para (color

naranja).

iii) Tipo pseudo-estilbeno [(X)-CsHs-N=N-CgHs-(Y)]: la banda de absorcién
correspondiente a la transicion t-rt* se desplaza al rojo, cambiando incluso el orden de aparicion
con la banda n-mt*. Presentan sustituyentes dadores (X) y aceptores de electrones (Y) en las

posiciones 4- y 4'-respectivamente (sistema push/pull) (color rojo).

El proceso de isomerizacidn trans-cis suele ir también acompafiado de un cambio de color a
tonalidades mads intensas. Los espectros de absorcién de ambos isdmeros se diferencian

fundamentalmente en los siguientes aspectos: ¢

¢ Isdmero trans: la banda de absorcidén nm-m* es muy intensa, con un coeficiente de

extincion molar®’ (g) en torno a 2-3 x 10* M cm®, mientras que la segunda banda (n-it*) aparece

55 H. Rau, Photocromism, Molecules and Systems, Eds.: H. Diirr, H. Bounas-Lau-rent, Elsevier, Amsterdam, 165, (1990).
56 N. Tamai, H. Miyasaka, 'Ultrafast Dynamics of Photochromic Systems' (2000), 100, Chem. Rev., 1875.
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mucho més débil (e ~ 400 M cm™), debido a que esta transicidn en el isémero trans no esta

permitida por las reglas de simetria (Figura 1.7, linea azul).

e Isdmero cis: la banda n-n* se desplaza a longitudes de onda mas cortas (efecto
hipsocrémico), disminuyendo notablemente en intensidad (¢ ~ 7-10 x 10> M'* cm). Por otro
lado, la transicion electrdnica n-mt* (380-520 nm) en el isGmero cis esta permitida, lo que se
traduce en un aumento de su intensidad (¢ ~ 1500 M ¢cm™) con respecto al isémero trans

(Figura 1.7, linea rosa).

Estas diferencias permiten llevar a cabo una interconversién fotoquimica, irradiando con una
luz de una determinada longitud de onda (A) obteniéndose diferentes proporciones de los
estados fotoestacionarios (PSS) cis y trans. La longitud de onda que provoca la excitacidn
depende de la naturaleza de los sustituyentes de los grupos arilo, aunque en la mayoria de los
casos, la isomerizacion trans—>cis se promueve irradiando a longitudes de onda entre 320 y 380
nm, mientras que exposiciones a A ~ 400-450 nm favorecen la fotoreversidon cis>trans. Aunque
se han llevado a cabo varios estudios mecanisticos sobre la isomerizacion cis-trans de los
azobencenos®® y se han estudiado los efectos de los sustituyentes sobre los anillos de benceno,
asi como la influencia de varios pardmetros,> 69 61 62 63 o] mecanismo no estd perfectamente
aclarado. Los datos disponibles hasta ahora sugieren que la isomerizacién de los azocompuestos
puede transcurrir mediante la inversidon de uno de los enlaces N-C o por la rotacién del doble
enlace N=N (Figura 1.8). El par de electrones no enlazante de cada atomo de nitrégeno, puede
dar lugar a una transicidn electrénica n-mt* (So—>S1) con inversion del atomo de nitrégeno
(mecanismo de inversién).®* Por otro lado, también puede darse la isomerizacién mediante un
mecanismo de rotacion,® en el que se produce una transicidon m-rt* (So—>S,). Este mecanismo es

similar al que se produce en la isomerizacidon del estilbeno.® La isomerizacién cis-trans o

57 Capacidad que tiene una sustancia de absorber la radiacidon electromagnética a cada longitud de onda, € = A/ ¢
donde A = Absorbancia, ¢ = concentracién molar del soluto y | = longitud de la cubeta (habitualmente 1 cm)

58 A. Cembran, F. Bernardi, M. Garavelli, L. Gagliardi y G. Orlandi, 'On the Mechanism of the cis-trans Isomerization in
the Lowest Electronic States of Azobenzene: SO, S1, and T1'J. Am. Chem. Soc. (2004) 126 3234.

59 T. Asano, T. Yano y T.Okada, 'Mechanistic study of thermal Z-E isomerization of azobenzenes by high-pressure
kinetics' (1982) 104 J. Am. Chem. Soc. 4900.

60 C.-W. Chang, Y.-C.Lu, T.-T.Wang y E. W.-G. Diau, 'Photoisomerization Dynamics of Azobenzene in Solution with S1
Excitation: A Femtosecond Fluorescence Anisotropy Study' (2004) 126 J. Am. Chem. Soc. 10109.

61 C. Crecca y A. Roitberg, 'Theoretical study of the isomerization mechanism of azobenzene and disubstituted
azobenzene derivatives' (2006) 110 The Journal of Physical Chemistry A 8188.

62 |, Wang, X. Wang, 'Ab initio study of photoisomerization mechanisms of push—pull p,p'-disubstituted azobenzene
derivatives on S1 excited state' (2007) 847 Journal of Molecular Structure: THEOCHEM 1.

63 G. Feraud, C. Dedonder-Lardeux, C. Jouvet y E. Marceca, 'Photodissociation UV-VIS spectra of cold protonated
azobenzene and 4-(dimethylamino)azobenzene and their benzenediazonium cation fragment' (2016) 120 Journal of
Physical Chemistry A.

64 N.Nishimura, T. Tanaka, M. Asano, Y. Sueishi, 'A volumetric study on the thermal cis-to-trans isomerization of 4-
(dimethylamino)-4'-nitroazobenzene and 4,4'-bis(dialkylamino)azobenzenes: evidence of an inversion mechanism'
(1986), J. Chem. Soc., Perkin Trans. 2 1839.

65 D. M. Shin, D. G.Whitten, (1988), 110, J. Am. Chem. Soc., 5206.
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fotoreversion, ocurre por excitaciéon en el estado S; 0 S;, de acuerdo al mecanismo, a partir de

calor o luz visible.

- Jfr
¥
Inversion N:N'
¥ xcitacion
ey S, J
trans Rotacién N:N—@ cis
Excitacidn
Sp—=S;

calor o hv

Figura 1.8 Posibles mecanismos de isomerizacidn de azobencenos.
1.6.2 Péptidos

Los péptidos y las proteinas son estructuras de vital importancia en los organismos vivos,
siendo el pilar fundamental para su crecimiento.?® Los péptidos son polimeros de aminoacidos,
minimas unidades estructurales que se encuentran unidas entre si a través de enlaces covalentes
de tipo amida. Estdn constituidos por cadenas cortas de aminodcidos y son en su mayoria
hormonas, neuromoduladores y neurotransmisores. Entre ellos cabe citar algunas hormonas
como la oxitocina (nueve residuos aminoacidos), que estimula las contracciones del Utero
durante el parto; o la bradiquinina (nueve residuos), que inhibe la inflamacién de los tejidos; las
encefalinas, péptidos cortos sintetizados en el sistema nervioso central que actian sobre el
cerebro produciendo analgesia; algunos venenos extremadamente téxicos producidos por

algunas setas como Amanita phaloides, también son péptidos, al igual que muchos antibiéticos.

Los péptidos forman conglomerados, los cuales presentan diferentes
conformaciones y a su vez, promueven al desarrollo de las macromoléculas
comunmente llamadas proteinas, constituidas por un nimero de aminodcidos mayor de las
100 unidades. Las proteinas como “instrumentos moleculares”, materializan la transduccion de la

informacion genética constituyendo muchos tejidos y dotandolos de funcionalidad.

Los aminoacidos (AA) son acidos alfa - amino carboxilicos, cuyo carbono central
llamado alfa comparte un grupo acido y un grupo amino. Para completar el octeto electrdnico,
este carbono se une ademads a un hidréogeno y a una cadena lateral representada
generalmente con la letra R, la cual varia en tamafio, carga, forma, y composicién quimica de un

aminoacido a otro.

66 ). Clayden, N. Greeves y S.Warren, Organic Chemistry, Oxford University Press. (2012)
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dtomo de carbono a O
H,N—CH—C—OH

grupo -amino R cadena lateral

a-aminodcido

enlaces peptidicos

O O O O O

—NH—CH—C—NH—CH—C-—~NH—CH—C—NH—CH—C—NH—CH—C—3
l | | | |

CH; CH,OH H CH,SH CH(CHj),

pequeiia seccién de una proteina

O O O O O

HN—CH—C—OH H,N—CH—C—OH H,N—CH—C—OH H,N—CH—C—OH H,N—CH—C—OH
' |
CHjy CH,OH H CH,SH CH(CHjy),
alanina serina glicina cisteina valina

aminodcidos individuales

Figura 1.9 Representacion esquematica de un aminoacido, en celeste se encuentra el grupo amino, en
verde el grupo 4acido carboxilico y en negro el carbono alfa asimétrico. La letra R representa la cadena
lateral, que le da el nombre a cada aminodcido. También se representa una seccion de una proteina,
mostrando los enlaces peptidicos (enlaces amida) entre los aminoacidos y por debajo el péptido de
cinco residuos que le da origen.®” Por convencién, el extremo amino terminal o N-terminal se lo considera
el comienzo de la cadena peptidica, mientras que el carboxilo terminal o C- terminal, se lo considera
el final. El nombre del pentapéptido es: Ala- Ser- Gly- Cys- Val, desde su extremo N- terminal al C-

terminal.

En todos los aminodcidos excepto en la glicina, en la cual el grupo R es un hidrégeno, existen
cuatro grupos diferentes unidos al carbono alfa, por lo que se genera un centro asimétrico
con actividad dptica. Sin embargo de los dos posibles isomeros épticos, conocidos como Ly D,

solo el enantidmero con configuracion L se encuentra en las proteinas naturales.

La presencia de un grupo acido y un grupo amino hace que los aminoacidos se encuentren
como especies con carga. El estado de ionizacién varia con el pH. A pH neutro se encuentran en
forma de ién dipolar, con carga neta nula, conocido también como ion zwitterion, ambos
grupos, carboxilato y amonio, estdn ionizados, llevando una carga negativa (—COO’) y una
positiva (—NHs*) respectivamente. En soluciones acidas la misma molécula de AA compartira los
grupos acido carboxilico (-COOH) y amonio (—NHs*); y contrariamente, en soluciones alcalinas

estaran coexistiendo los grupos carboxilato (-COO’) y amino (—NHy).

Teniendo en cuenta la polaridad y las caracteristicas de ionizacién de las cadenas

laterales de algunos residuos de los grupos presentes en la cadena lateral, los 20 aminodcidos

67 Extraido de Wade, Quimica Orgénica, Quinta Edicidn.
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presentes en la naturaleza pueden ser divididos en seis grupos, los cuales se presentan en la

Tabla 1.2.
Glycine (Gly, G) Alanine (Ala, A) Serine (Ser, S) i ;
MW: 57.05 MW: 71.09 MW: 87.08, pK4 ~ 16 MW: 101.11, pK5 ~ 16 MW: 103.15, pKa 8.35
¢

H2 ‘ ‘ H2 : H cot

Valine (Val, V) Leucine (Leu, L) Isoleucine (lle, I) Methionine (Met, M) Proline (Pro, P)
MW: 99.14 MW: 113.16 MW: 11316 MW: 131.19 MW: 97.12

HoN COOH COOH HoN COOH
Phenylalanine (Phe, F) Tyrosme (Tyr, Y) Tryptophan (Trp, W) Aspartic Acid {Asp, D) Glutamic 5

MW: 147.18 MW: 163.18 MW: 186.21 MW: 115.09, pK 3= 3.9 MW: 129.12, PKa 4.07

Asparagine (Asn, N) Glutamine (Gin, Q) Histidine (His, H) Lysine (Lys, K) Arginine (Arg, R)
MW: 114.11 MW: 128.14 MW: 137.14,pKa= 6.04 MW: 128.17,pKa= 1079 MW: 156.19, pKq= 12.48

Tabla 1.2 Esquema presentando los 20 aminodcidos ordenados de acuerdo a las caracteristicas de las
cadenas laterales.%® Los colores hacen referencia a los 6 grupos. Violeta: AA alifaticos, muy poco solubles
en agua; celeste: AA hidroxilicos, polares y muy solubles en agua; rojo: AA acidicos y sus
correspondientes amidas, muy polares en condiciones fisioldgicas; azul: AA basicos, muy polares en
entornos acidicos; gris: AA ciclicos, poco solubles en agua; y anaranjado: AA conteniendo azufre, de los

cuales la metionina posee una cadena apolar y en cambio la cisteina un grupo sulfhidrico polar.

Los aminoacidos se unen entre si mediante un enlace amida que se produce entre un grupo
acido y amino de dos unidades distintas, con pérdida de una molécula de agua,
constituyéndose de ese modo la unidn peptidica. Este enlace posee dos estructuras
resonantes, por lo que presenta un caracter de doble enlace parcial (Figura 1.10). Como
consecuencia, la libre rotacion del enlace C-N se encuentra restringida y los 4tomos unidos

al carbono carbonilico y al nitrégeno, se encuentran en un mismo plano.

68 A, J. Cozzone, Proteins: Fundamental Chemical Properties. elS, (2002).
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Figura 1.10 Representacion del enlace amida, observandose a la derecha las estructuras resonantes de

este enlace; y a la izquierda el plano que este forma en la cadena polipeptidica.>?

Debido a estas caracteristicas, el enlace peptidico puede presentar dos tipos de
configuraciones, una configuracion trans, donde los carbonos alfa asociados al enlace peptidico
se encuentran opuestos al doble enlace, o cis, al encontrarse del mismo lado (Figura 1.11).
En las proteinas, la configuracion trans se encuentra mds favorecida debido a que los

impedimentos estéricos son menores.

o} c® QO H
\C_N?g ¢ _— \C —N/
s
Zoo\ z X
trans cis

Figura 1.11 Configuracion transy cis del enlace peptidico.

Por otro lado, el carbono alfa presenta enlaces sencillos, que permite la libre rotacién
de los enlaces adyacentes. Esto genera que los planos peptidicos adyacentes puedan rotar uno
con respecto al otro. Los angulos definidos entre estos enlaces simples se conocen como
angulos diedros. El angulo definido entre el carbono alfa y el nitrégeno se lo conoce como
fi (@), mientras que el definido entre el carbono alfa y carbonilo se conoce como psi ().
Ademas se encuentra un tercer angulo, llamado omega (w) el cual se define entre el carbono
carbonilico y el nitrogeno. Generalmente este angulo se caracteriza por poseer valores fijos
de 0° o 180°, para las configuraciones cis/trans respectivamente. Los giros de estos angulos
definen la arquitectura de la cadena polipeptidica o estructura secundaria del péptido
(seccion 1.6.2.1), ya que no todas las combinaciones angulares son posibles a causa de

impedimentos estéricos. Los valores permitidos se grafican en un diagrama bidimensional
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conocido como diagrama de Ramachandran.®®

(@)
/I
Z
: -
—0
2
/O
Y (degrees)

0] CHj; ~120 |
R —— 1 4
-180 0 +180
¢ (degrees)

Figura 1.12 Rotacion de los enlaces simples en una cadena peptidica. En A) se muestran los angulos
diedros alrededor del carbono alfa. En B) se presenta un diagrama de Ramachandran, las zonas azul
oscuras responden a las combinaciones de angulos mas favorables, mientras que las regiones celestes
corresponden a angulos limites; los puntos representan esquematicamente valores obtenidos para una

proteina ejemplo.

De una unién peptidica, el compuesto resultante recibe el nombre de dipéptido. Por ser el
enlace peptidico una unién "cabeza-cola" (grupo amino con grupo carboxilo) un dipéptido
conserva siempre un grupo amino libre, que puede reaccionar con el grupo carboxilo de otro
aminodcido, y un grupo carboxilo libre, que puede reaccionar con el grupo amino de otro
aminodcido. Esta circunstancia permite que mediante enlaces peptidicos se puedan enlazar un
numero elevado de aminoacidos formando largas cadenas. Los péptidos se clasifican segun el
numero de restos de aminodcidos que los forman. Asi los péptidos formados por 2, 3, o 4,
aminodcidos se denominan respectivamente dipéptidos, tripéptidos, tetrapéptidos. En general
cuando el numero de aminodcidos implicados es menor o igual a 10 se denomina oligopéptido,
cuando es mayor que 10 se trata de un polipéptido. Es también frecuente el uso del la expresion
cadena polipeptidica en lugar de polipéptido. La mayoria de las proteinas poseen entre 50 a
2000 residuos, con un peso molecular medio entre 5500 y 220000 Daltons (Da) (un dalton
equivale a una unidad de masa atdmica). Los péptidos, al poseer un menor nimero de
residuos, constituyen cadenas cortas de construccién, extremadamente versatiles y simples de
disefiar. Presentan polaridad debido a los grupos amino y carboxilico terminal, a la que se le
debe sumar la posibilidad de ionizacion de las cadenas laterales de algunos residuos. Esto
genera que algunas proteinas o péptidos tengan regiones con distinta polaridad. Esta
propiedad depende de su secuencia aminoacidica, y tienen una gran influencia en la organizacion

estructural de péptidos y proteinas.

69 ). M. Berg, L. Tymoczko y L. Stryer, Bioquimica. ,6ta ed., Reverté, (2007).
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1.6.2.1 Estructura jerdrquica de los péptidos y proteinas

Tanto los péptidos como las proteinas constituyen macromoléculas que debido a su
composicion quimica son susceptibles de llevar a cabo interacciones intramoleculares e
intermoleculares en funcién de su entorno, dando lugar a la organizacidn en diferentes niveles
de estructuras mas complejas.”® El correcto plegamiento y la formacidon de una estructura
tridimensional energéticamente mas favorable originan la conformacién nativa de una
proteina, que es fundamental para su actividad. En la Figura 1.13 se muestran los niveles
jerdrquicos de su organizacion, constituidos por la estructura primaria, secundaria, terciaria y

cuaternaria.”*

Niveles de Organizacion: Estructuras
.

v v v — v
e . o :
! Primaria ‘ ‘[ Secundaria ‘ Terciaria Cuaternaria
| | [ |
| Proteinas Multisubunitarias
a-Hélices Laminas B Proteinas Fibrosas Proteinas Globulares
Secuencia de

Aminoacidos

Colageno Hemoglobina

Figura 1.13 Representacion jerarquica de las estructuras de las proteinas. (Extraido de Alberts, Biologia

Molecular de la Célula, 5ta Edicién)

La estructura primaria describe la secuencia lineal de los aminodcidos que conforman un
péptido o proteina, mientras que la estructura secundaria, constituye el préximo nivel
organizacional y describe la disposicién espacial regular asumida por los segmentos de
aminodacidos que constituyen la cadena peptidica. Comparativamente, la estructura primaria
identifica a un péptido, determina sus caracteristicas quimicas (solubilidad y estabilidad) y
contiene la informaciéon necesaria para que estas biomoléculas se plieguen o adquieran una
estructura tridimensional especifica para desarrollar una funcién. La estructura secundaria
define el plegamiento de regiones locales del esqueleto polipeptidico. Los puentes de hidrégenos
intracatenarios que se generan entre los grupos amino y carbonilo que participan en los enlaces

peptidicos son responsables de la estructura secundaria, que presenta una gran diversidad y estd

70 D, E. Koshland, 'Kinetics of Peptide Bond Formation1' (1951) 73(9), Journal of the American Chemical Society, 4103.
71 A. Guerler, B. Govindarajoo y Y. Zhang, 'Mapping Monomeric Threading to Protein—Protein Structure Prediction'
(2013) 53 (3) Journal of Chemical Information and Modeling 717.
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determinada en funcion de los angulos diedros @ y { caracteristicos que se repiten en toda la

estructura. Ejemplos de estructura secundaria son las alfa-hélices y las ldminas beta (Figura 1.13).

La estructura terciaria describe la conformacidn tridimensional del péptido o proteina en su
totalidad. Esta se encuentra determinada por las interacciones intermoleculares que se
producen entre las cadenas laterales de los residuos aminoacidicos (Figura 1.14), tales como
puentes de hidrégeno, puentes disulfuro entre pares de residuos cisteina, interacciones no
covalentes, de las cuales las interacciones hidrofébicas entre los residuos apolares, son las que
mayormente contribuyen a la estabilidad de la estructura secundaria peptidica.>® E| componente
hidrofébico / hidrofilico de las cadenas laterales juega un papel importante en el comportamiento
fisicoquimico del péptido y en su posible plegamiento en estructuras tridimensionales. Si una
proteina tiene mas de una cadena polipeptidica, se puede hacer referencia a una cuarta
categoria, la estructura cuaternaria que es el modo en que las cadenas polipeptidicas

individuales interaccionan unas con otras.

@ = Aminodcido

N = Interacciones no polares
(hidrofGbicas)

\

b - |
%, = Puentes disulfuro
\
; |
---- = Puentes de hidrégeno ||
\

PP = Grupos polares
(hidrofilicos)

Figura 1.14 Esquema representando algunas de las interacciones intermoleculares responsables de la

estructura terciaria de una proteina.

Existen proteinas en las que predomina un solo motivo de estructura secundaria. Estas
proteinas se caracterizan por formar fibras, por lo que se las denomina fibroproteinas o
proteinas fibrosas.®® Las proteinas fibrosas contienen largas cadenas de polipéptidos que se
asocian formando paquetes de fibras. Estas proteinas son insolubles en agua y ejemplos de ellas
lo constituyen la queratina y el coldgeno. Existen otras proteinas cuya conformacion
tridimensional no puede especificarse totalmente considerando sélo sus estructuras primaria y
secundaria y se conocen como proteinas globulares. En ellas, las cadenas polipeptidicas se

hallan plegadas de un modo complejo formando arrollamientos globulares compactos que
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tienden a adoptar una forma aproximadamente esférica. Se caracterizan por ser solubles en
agua y desempefian un gran numero de funciones bioldgicas, por ejemplo las enzimas son

proteinas globulares.

De esta manera una proteina puede adoptar diversas estructuras secundarias, y los
diferentes pardmetros que influyen en su estabilidad y organizaciéon estructural terciaria
incluyen el tamafio, forma, carga, enlaces de hidrégeno, cardcter hidrofébico y grado de libertad
de las cadenas laterales de sus residuos aminoacidicos. Asimismo, un péptido aislado,
proveniente de una proteina puede presentar la misma estructura secundaria que la proteina,
con lo cual es posible avanzar en el estudio de estas interacciones supramoleculares a través del

analisis de un sistema modelo mas sencillo.
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Los sistemas quimicos pueden ser definidos como sistemas auto-ensamblados que son
capaces de hacer algo interesante y util, podemos mencionar al menos dos tipos diferentes de
sistemas quimicos con relevancia en medicina como las vesiculas sintéticas transportadoras de
drogas, y los arreglos supramoleculares peptidicos capaces de inhibir la formacién de fibras
amiloides. Existen dos procesos bdsicos de ensamblado molecular; el primero es el mas
estudiado en ciencia basica y se basa en el ensamblado espontdneo de moléculas conocido
como proceso de autoorganizacion molecular. Sin embargo, para que el sistema quimico
pueda ser llevado a la practica es necesario recurrir a la segunda forma de ensamblado
molecular, llamado autoorganizaciéon dirigida. Este método es un proceso con requerimiento
de energia que conducen a estructuras metaestables o en “equilibrio permanente”, es decir,
de larga duracién, que no son necesariamente las estructuras termodindmicamente mas
favorecidas o estados de equilibrio verdaderos. A pesar de que el estudio de estructuras
autoorganizadas es un campo de la quimica ampliamente utilizado, la idea de que los quimicos
podamos dirigir el proceso de autoorganizacién de moléculas pequefias de manera externa y
controlable en agua, para obtener sistemas quimicos a demanda, sigue siendo en la actualidad

un desafio.

Hipotetizamos que a través del uso de herramientas sintéticas y metodoldgicas de la
quimica orgdnica, podriamos disefar estrategias sencillas para la obtencidon de sistemas

quimicos.
2.1 Objetivos Generales

Como objetivo general para esta tesis, se planted utilizar moléculas pequefas con
propiedades modulables como bloques de construccidn de sistemas quimicos capaces de

controlar su morfologia/funcidn a través de estimulos externos.
2.2 Objetivos Especificos
Para ello se plantearon los siguientes objetivos particulares:

a) Sintesis y caracterizacion de azobencenos anfifilicos no iénicos para su
utilizacion como fotointerruptores de membrana vy vesiculas
fotomodulables.

b) Sintesis de un tripéptido funcional capaz de modular su autoorganizacion

por el mecanismo de oxido-reduccidn.
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3.1 Breve introduccion

Los anfifilos derivados de azobencenos de una sola cola constituyen los bloques mas simples
de construccién para desarrollar sistemas quimicos foto-modulables, combinando a menudo

interacciones huésped-anfitridn, o en presencia de lipidos.%» %3 456

El grupo azobenceno, expuesto a la luz visible, adopta su configuracién E (trans),
asemejandose su geometria molecular a la morfologia de una varilla. Al ser iluminado con luz UV,
la geometria molecular en torno al grupo azobenceno cambia significativamente en la
configuracion conocida como Z (cis). La longitud molecular medida como la distancia entre las
posiciones 4 y 4' pasa de ser 9.9 A en el E azobenceno, 5.6 A en el isémero Z.” A su vez, el isdmero
E puede ser regenerado de su forma Z siguiendo una cinética de isomerizacién térmica diferencial
en funcidon del tipo molecular de azobenceno. Muchas de las moléculas de tipo amino
azobencenos presentan cambios muy pequefios en el espectro de absorcién y dependientes del
tiempo, simulando una incapacidad de isomerizar durante la irradiacién. La razén es la rapida
reversion térmica que evidencia el isdmero Z en estos sistemas.® Asimismo, se ha observado que
los isémeros Z de los derivados que presentan sustituyentes dadores y aceptores de electrones en
las posiciones 4- y 4', respectivamente (sistema push/pull), también isomerizan rapidamente a
temperatura ambiente, siendo su vida media del orden de los milisegundos, como fuera
determinado por experimentos de espectroscopia tipo flash.’ En este contexto, de acuerdo a
como esté construido el azobenceno, es posible optimizar su capacidad de fotoisomerizacién,
convirtiéndolo en un interruptor molecular espacio-temporal de dos puntos, capaz de
experimentar un gran cambio geométrico y un momento dipolar en funcién de las condiciones de

iluminacion.!

1 M. El Garah, F. Palmino y F. Cherioux, 'Reversible Photo-switching of Azobenzene-Based Monolayers Physisorbed on
a Mica Surface', (2010) 26 Langmuir 943.

2Y.Gong, T. Jiao, Q. Hu, N. Cheng, W. Xu, Y. Bi y L. Yu, 'Rational Design of Multiple-Stimulus-Responsive Materials via
Supramolecular Self-Assembly' (2015) 119 J. Phys. Chem. 16349.

3Y. Wang, N. Ma, Z. Wang y X. Zhang, 'Photocontrolled Reversible Supramolecular Assemblies of an Azobenzene-
Containing Surfactant with Alpha-Cyclodextrin' (2007) 46 Angew. Chem. Int. Ed. 2823..

4 U. Kauscher, A. Samanta, B. J. Ravoo, 'Photoresponsive Vesicle Permeability Based on Intramolecular Host-Guest
Inclusion', (2014) 12 Org. Biomol. Chem, 600.

5 F. M. Mansfeld, G. Feng y S. Otto, 'Photo-Induced Molecular-Recognition-Mediated Adhesion of Giant Vesicles'
(2009) 7 Org. Biomol. Chem. 4289.

6 J. H. A. Folgering, J. M. Kuiper, A. H. de Vries, J. B. F. N. Engberts y B. Poolman, 'Lipid-Mediated Light Activation of a
Mechanosensitive Channel of Large Conductance' (2004) 20 Langmuir 6985.

7 B. Feringa, Photoswitchable Polypeptides. In Molecular Switches, Ed.; Wiley-VCH, Verlag GmbH, pag 399 (2001).

8 ). F. Rabek y G. W. Scott, Photochemistry and Photophysics, Vol Il pag 127 (1990).

9 P.D. Wildes, J. G. Pacifici, G. | Irick y D. G. Whitten, 'Solvent and substituent on the thermal isomerization of
substituted azobenzenes. Flash spectroscopic study' (1971) 93 J. Am. Chem. Soc. 2004.
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La capacidad de fotomodulacién de anfifilos compuestos por azobencenos es predecible

. . . 7 . 10 . s
principalmente en disolventes orgdnicos™, sin embargo, en el estado agregado dependera
fuertemente de la interaccién entre las moléculas vecinas. En el caso de los anfifilos basados en
azobencenos que poseen una cabeza idnica polar, al ser mezclados con fosfolipidos, el tamafio
de las cabezas cargadas del azoderivado ejerce un efecto preponderante en el
empaquetamiento del sistema, causando que el cambio de geometria molecular como resultado

de la fotoisomerizacidn, no pueda ser transferido al sistema en su conjunto.t- 121314

Recientemente, se publicd un trabajo sobre un anfifilo de cabeza idénica constituida por una
sal de amonio cuaternario conectada a un grupo azobenceno, capaz de formar vesiculas al
mezclarse con surfactantes, cuyas propiedades de liberacién controlada por la luz podrian ser
utiles.r® Por otro lado, existen muy pocas publicaciones en bibliografia sobre azobencenos
anfifilicos (azoanfifilos) cuyas cabezas son polares pero no idnicas. En bibliografia fueron
documentados dos ejemplos basados en azoanfifilos no idnicos, los cuales eficientemente
fotomodularon la tensién superficial del agua.” 6 El primero, basado en una cabeza simple de
hidroxil-dietilenglicol’’ y una cola de 4 3atomos de carbono, en su estado E, forma
espontdaneamente vesiculas en agua. Las mismas fotoisomerizan, formando en su estado Z una
fase bicontinua. El segundo ejemplo estd basado en una cabeza dendritica de glicerol, la cual
debido a su gran tamafio, forma espontaneamente micelas en agua que se desordenan luego de

la fotoirradiacién con luz ultravioleta.’® Ambos sistemas, aunque se mostraron eficientes en el

10 T, Asano, T. Okada, 'Thermal Z-E Isomerization of Azobenzenes. The Pressure, Solvent, and Substituent Effects’
(1984) 49 J. Org. Chem. 4387.

11 D. G. Whitten, L. Chen, H. C. Geiger, J. Perlstein y X. Song, 'Self-Assembly of Aromatic-Functionalized Amphiphiles:
The Role and Consequences of Aromatic-Aromatic Noncovalent Interactions in Building Supramolecular Aggregates
and Novel Assemblies' (1998) 102 J. Phys. Chem. B 10098.

12.5, Wu, L. Niu, J. Shen, Q. Zhang y C. Bubeck, 'Aggregation-Induced Reversible Thermochromism of Novel Azo
Chromophore-Functionalized Polydiacetylene Cylindrical Micelles' (2009) 42 Macromolecules 362.

13 L. Yang, N. Takisawa, T. Hayashita, K. Shirahama, 'Colloid Chemical Characterization of the Photosurfactant 4-
Ethylazobenzene 4'-(Oxyethyl) trimethylammonium Bromide' (1995) 99 J. Phys. Chem. 8799.

14 ), Zou, F.Tao y M. lJiang, 'Optical Switching of Self-Assembly and Disassembly of Noncovalently Connected
Amphiphiles' (2007) 23 Langmuir 12791..

15 Z. K. Cui, T. Phoeung, P. A. Rousseau, G. Rydzek, Q. Zhang, C. G. Bazuin, M. Lafleur, 'Nonphospholipid Fluid
Liposomes with Switchable Photocontrolled Release' (2014) 30 Langmuir 10818.

16 C. Kordel, C. S. Popeney y R. Haag, 'Photoresponsive Amphiphiles Based on Azobenzene-Dendritic Glycerol
Conjugates Show Switchable Transport Behavior'(2011) 47 Chem. Commun. 6584.

17 7. Shang, K. A. Smith y T. A. Hatton, 'Self-Assembly of a Nonionic Photoresponsive Surfactant Under Varying
Irradiation Conditions: A Small-Angle Neutron Scattering and Cryo-TEM Study' (2006) 22 Langmuir 1436.

18 B.Trappmann, K. Ludwig, M. R. Radowski, A. Shukla, A.Mohr, H. Rehage, C. Bottcher, R. Haag, 'A New Family of
Nonionic Dendritic Amphiphiles Displaying Unexpected Packing Parameters in Micellar Assemblies' (2010) 132 J. Am.
Chem. Soc. 11119.
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fotocontrol, son sintéticamente complejos, en el caso del dendron y poco versétil, en el caso del

gue presenta la cola de 4 carbonos, por estar directamente unida al grupo azobenceno.
3.2 Disefio e hipotesis

A partir de estos antecedentes es que surge la idea de obtener nuevos azoanfifilos sencillos
no idnicos a través de quimica modular. Los anfifilos disefiados constan de tres regiones bien
definidas: cabeza polar no idnica, segmento rigido y cola flexible. La introduccién de dtomos de
oxigeno como conectores entre el segmento rigido azobenceno y la cabeza y la cola,
respectivamente (sustitucion de tipo donor-donor), es sintéticamente simple y permite una
fotoisomerizacidon eficiente con reversion térmica lenta. Basandonos en publicaciones

anteriorest® 17, 18 19

planteamos la hipdtesis de que la cabeza de hidroxil-trietilenglicol
aumentaria el area efectiva de la seccidn transversal, favoreciendo asi el movimiento molecular
de las colas en el agregado, promovido por la iluminacién con luz de diferentes longitudes de
onda. Finalmente, la incorporaciéon de una cola hidrofébica de 12 carbonos favoreceria la
formacion de bicapas, asi como induciria la potencial interaccidn con lipidos naturales en

membranas bioldgicas.?® (Figura 3.1)

Para evaluar la importancia de la geometria de estas moléculas, no solo estudiamos los

azobencenos sustituidos en 4 y 4" sino también aquellos menos estudiados 3, 4°.

Ho\/e\o/t\/o@—N\N@p\/e\k/cm l

conector

—cabeza

—cola

Figura 3.1 Esquema del compuesto azoanfifilico evaluado.

3.3. Sintesis de anfifilos basados en azobenceno

Utilizando como reactivo de partida p-nitrofenol comercial, inicialmente se llevd a cabo una

sintesis econdmica para la obtencion del derivado 2 (Esquema 3.1).

19T, Shang, K. A. Smith y T. A. Hatton, 'Photoresponsive Surfactants Exhibiting Unusually Large, Reversible Surface
Tension Changes under Varying lllumination Conditions' (2003) 19 Langmuir 10764.

20 J. N. Israelachvili, D. J. Mitchell, B. W. Ninham, 'Theory of Self-Assembly of Lipid Bilayers and Vesicles' (1977) 470
Biochim. Biophys. Acta, Biomembr. 185.
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1/, eq Br(CH,)11CHj;

H,0/ KOH
HOONOZ —>OH‘®7N=NOOH OHON:N@O(CHZ)11CH3
3eq K2C03

120°C
1= Rd: 10%, 1h CH3CN dest, seco 2 =Rd: 28%, 127h
reflujo

Esquema 3.1 Sintesis del derivado 2.

Los bajos rendimientos observados se debieron a que la reaccidon de obtencién de 1 fue

incompleta y el producto fue dificil de purificar.

Debido principalmente a que la formacidn de los agregados tiene una importante
dependencia de la estructura molecular de los anfifilos, es que nos interesé plantear una ruta
sintética versatil que nos permita a través de pasos sencillos introducir pequefias o bien grandes
modificaciones en la cabeza polar y en la cola hidrofdbica, con el objeto de mejorar y/o
reformular el disefio molecular en funcidon de los resultados de la evaluaciéon supramolecular
final. Tras una optimizacion inicial, se desarrollé una ruta sintética versatil que nos permitiria en

un futuro lograr diversidad molecular partiendo de los mismos precursores.

Optimizacién de la ruta sintética: En principio para la sintesis de los ligandos 1A y 1B

(Esquema 3.2) a partir de la reaccidn entre nitrofenol comercial y bromuro de dodecilo, se utilizd
acetona como solvente (15-30hs de reflujo con 35% de rendimiento), que luego fue
reemplazado por acetonitrilo (ACN) previamente destilado y secado con el fin de disminuir los
tiempos de reaccion prolongados. No se evalud la posibilidad de cambiar el solvente a otro de
mayor polaridad, como puede ser la dimetilformamida (DMF), ya que debe considerarse que la
etapa de purificacion del compuesto presentaria mayores complicaciones debido a sus elevados
puntos de ebullicidn. El avance de la reaccion fue controlado por TLC corridas en una cdmara
CHCI3:CH30H (10:1). Los productos fueron purificados por cromatografia en columna. Se
utilizaron como mezclas de eluyentes hexano, hexano: éter etilico (90:10) y hexano: éter etilico
(80:20). El seguimiento de la cromatografia se llevo a cabo por cromatografia de capa delgada
(TLC) en una camara de hexano. En ambas sintesis se observaron notables cambios en el color
del contenido del balén durante el transcurso de la reaccidn, lo que puede utilizarse como un
indicador de su correcta evolucién. Para el caso del 3-dodeciloxi-nitrobenceno (1B), la coloracion
inicial de la solucidn al comenzar la reaccién pasd de anaranjada brillosa a roja, para luego virar a
un color anaranjado pardo. El crudo de reaccion presentéd una leve tonalidad amarillenta,
difiriendo de la apariencia del producto purificado, que se caracteriza por tener un color blanco

brillante. En la reaccidn para obtener el 4-dodeciloxi-nitrobenceno (1A), en principio se observé
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un color amarillo intenso y luego la solucidn se tornd incolora. También el producto purificado es

un sdlido blanco cristalino.

CH3(CH,)110.

HO = BricHacH,  CTa(CH2n O\— Hy N
N02 —_ NOZ NH2
\ 7 KoCOs \ 7 Pa/C \__/

ACN MeOH: CHCl3
fluj ta
A = p- nitrofenol ree 1A: Rd = 90%, 27hs. 2A: Rd = 100%, 5hs.
B = m- nitrofenol 1B: Rd = 85%, 24hs. 2B : Rd= 100%, 4hs.
1) HCI, NaNO,
HoO:Acetona | 2)Fenol,
0°C—» t.a| NaOH,Na,CO3
H,O
CH3(CH3)1oCH,O

3A: Rd =78%, 14hs.
: Rd =76%, 16hs.

3B
< >7N:N-< >—OCH (CH,OCH,),CH,OH
CHa(CH,)1oCH,0— 2(CHz0CH,)2CR

4A: Rd = 75%, 24hs.
4B: Rd = 70%, 32hs.

TsOCH,(CH,OCH,),CH,OH
2(CHy 2)2CHz KoCOs

CH3;CN
reflujo

Esquema 3.2 Sintesis optimizada de los azoderivados.

La reduccion de los nitrobencenos alquilados se llevé a cabo a temperatura ambiente con
presion positiva de gas hidrégeno. El seguimiento del avance de la reaccién se llevé a cabo por
TLC en camara de hexano: éter etilico (1:1). Fueron obtenidos rendimientos cuantitativos de las
aminas 2A y 2B, las cuales difirieron notablemente en aspecto cristalino de los compuestos de
partida: la presencia de un sélido rosado brilloso al final de la reaccion comprueba el éxito de la
reduccidn. Se mantuvieron en frio y bajo atmédsfera inerte, 6 fueron inmediatamente sometidas

a la reaccidn de diazotacidn siguiente sin mayor purificacion.

La reaccion de diazotacion, activada mediante grupos alcoxi, donores de electrones, es una
reaccién de acoplamiento de tipo sustitucion electrofilica aromdtica (SEA), donde el idn diazonio

constituye el reactivo electrofilico (Esquema 3.3).
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D,
+ ANyt ——— —_— >
H

N=N-Ar
N=N—-Ar
Esquema 3.3 Reaccidn de diazotacién con un nucledfilo activado.

La sal de diazonio de dodeciloxi-benceno es generada a través del acido nitroso formado in
situ por la accidn del HCl sobre la amina aromatica. Seguidamente, por reaccion de copulacién
con el fenol en medio basico, se forma el azobenceno correspondiente.

Las estructuras resonantes que se muestran en el Esquema 3.4 se generan debido a la

presencia de un sustituyente donor como es el grupo OH.

+

D Y H L
HO ' yNEN-Ar === {HO (AT H, Ho N=N-Ar

Esquema 3.4 Estructuras resonantes en el nucledfilo activado con un grupo OH.

Las condiciones experimentales de la reaccidon de diazotacidon debieron ponerse a punto
ajustando el pH del medio de reaccidn para que la reaccion de SEA que origina los azoderivados
3A y 3B procediera con mayor velocidad frente a otras reacciones secundarias. Es de mdaxima
importancia que el medio se ajuste al grado correcto de acidez o alcalinidad, lo que se logra

agregando las cantidades adecuadas de hidroxido o sales como acetato o carbonato de sodio.

El ion diazonio, ArN;*, estando en presencia del ién hidréxido se encuentra en equilibrio con
un compuesto no ionizado y con sales que derivan de él que no tienen capacidad de llevar a cabo
el acoplamiento. Por consiguiente, en lo referente al reactivo electrofilico, la copulacién se

favorece con en medio acido.

Desde el punto de vista de los compuestos con grupos activantes, también es necesario
interpretar los efectos del pH sobre la factibilidad de la reaccidon de acoplamiento. El fenol, que
es apreciablemente acido; en solucién acuosa se encuentra en equilibrio con el i6n fendxido

correspondiente (Esquema 3.5).
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Esquema 3.5 Equilibrio acido-base del fenol.

La carga negativa del fenéxido hace que el —O" sea mucho mas activante que el —OH, por lo
que el fendxido es mucho mas reactivo que el fenol para la sustitucién electrofilica aromatica.
Cuanto mas acido sea el medio, menor proporcién del fendxido y, por ende, menor velocidad
tendrd la reaccidon de copulacién. En consecuencia, las condiciones para el acoplamiento mds
rdpido son resultado de un compromiso. La solucion no debe ser demasiado alcalina, para evitar
una concentracion excesivamente baja de idn diazonio; no debe ser muy dcida, pues se reduce
considerablemente la concentracion de ion fendxido. Como consecuencia, las aminas reaccionan
mads rapidamente en soluciones ligeramente acidas, mientras que los fenoles lo hacen en un
medio levemente basico. La técnica fue optimizada teniendo en cuenta estos datos sobre el tipo
de mecanismo propuesto y los posibles efectos de las condiciones del medio. La amina sin
purificar obtenida a partir de la reduccién fue disuelta con la mezcla de solventes H,0: Acetona
(1:1) y, posteriormente se mantuvo en solucion levemente acida a través del agregado de HCI
37%. El NaNO; produce la formacién de la sal de diazonio. Por tal motivo, fue muy importante
gue se encontrara debidamente purificado antes de llevar a cabo la reaccidn: la cantidad
efectiva de NaNO; agregada debia corresponder con la calculada para que se formara la mayor
proporcién de sal de diazonio posible, y asi poder obtener dptimos rendimientos. La purificacion
se realizé dos dias antes de ser utilizado por sucesivas recristalizaciones en agua MilliQ.?* Una
vez seco tras haber sido colocado en un desecador con vacio, se realizaron puntos de fusién
confirmatorios. Se procedid inicialmente bajo atmdsfera inerte y con las soluciones y el material
debidamente enfriados, a obtener la solucién de la sal de diazonio, respetando las condiciones
de reaccién y los cuidados requeridos para la manipulacidn, para posteriormente sintetizar el
correspondiente compuesto azobenceno utilizando fenol en medio basico. El esquema de

sintesis completo realizado se detalla en el Capitulo 7, seccién 7.1.2.5.

La purificacién de los azoderivados se realizd a través de sucesivos lavados con agua MilliQ*!
hasta comprobar por TLC la ausencia de fenol. Se obtuvo un rendimiento practico del 76-78%

para 3Ay 3B.

21 perring, Purification of laboratory chemicals, 62Edicion, Elsevier Inc. 495, (2009).
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Para la reaccion final de incorporacién de la cabeza polar no idnica a los azoderivados, fue
previamente sintetizado y purificado la cabeza 1 utilizando cloruro de p-toluensulfonilo
(Esquema 3.6), el cual fue adicionado a 3A y 3B en medio basico (K,COs) utilizando ACN a reflujo

para promover la sustitucién nucleofilica.

HOCH,(CH,OCH,),CH,OH HAC g_o o
> T3 8 \/\O/\/ \/\OH

Et;N
CH,Cl Cabeza 1= Rd:31%, 24hs.

Esquema 3.6 Sintesis de la cabeza 1.

A la par fue llevada a cabo la sintesis de anfifilos con el mismo disefio estructural
presentando un numero impar de carbonos en la cola hidrocarbonada, la cual presentd
dificultades en la purificacién de los analogos finales, obtenidos con rendimientos menores al
20% y cuya purificacién no fue exitosa. Se intentaron cambios en las condiciones de reaccion, sin
éxito. En literatura es poco frecuente la sintesis de anfifilos con nimeros de carbonos impar en
la cola hidrofébica. Por lo que presentamos solo la caracterizacidon de los derivados con 12

atomos de carbono en la cola hidrocarbonada.

Todos los nuevos azoanfifilos fueron purificados por columna cromatografica de alimina
neutra y tanto el control de las cromatografias como el avance de las reacciones fueron
realizados por Cromatografia en Capa Fina (TLC). Los compuestos sintetizados fueron
caracterizados estructuralmente a través de experimentos de RMN (300MHz), determinacidn del
punto de fusidén y espectroscopia de masas MALDI-TOF y ESI, estos ultimos realizados en la

Universidad de Bielefeld, Alemania.
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3.4 Caracterizacidn estructural por Espectroscopia RMN

18

7 s 2 )
CHg(CH;)MCHgCHQO\ » >
.
4 T N—n—N & on

13CR|V|Na 6 2 5
|
CompuestoN° | C, C, C, C, Cs Cs (o Cs Cys C- C,- Cy. Gy,
3A 146,91 124,30 114,72 161,27 11576 124,33 68,40 31,91 14,07 147,23 12451 11581 nd (b)
3B 148.00 110.50 158.22 123.30 127.94 114,21 7530 30.30 12.35 14691 123,35 11593 114.82 (c)
3 2 2 3
. ™ P 12+
18 g7 ° N=N OCH,{(CH,0CH;);CH,0H
CH3(CH1),CH,CH.0™
5 6 ) & &
Compuesto N° ¢ c, C, C, Cs Ce c, Cs Cys C,- Cp. G C,. Cr Cy Cp-a
4A 146,97 124,32 114,85 161,28 114,71 124,26 7250 31,91 14,10 147,32 1243 1148 160,65 70,90 69,15 70,59 (d)
4B 153,00 105,40 158,90 11661 12860 1154 7640 30,90 13,10 153,10 123,70 115,50 160,20 71,40 68,72 70,30 (e)

a) En CDCl; desplazamiento quimico & en ppm con respecto a TMS; nd: no determinada. Otras sefiales: (b) 22,67; 26,03; 29,22; 29,33, 29,38; 29,56;
29,58; 29,62; 29,65 (CH,). (c) 21,00; 24,40, 27,70- 28,00; (CH,). (d) 22,68; 26,00; 29,22; 29,33; 29,40; 29,50; 29,60; 29,63; 29,65; 61,80; 69,71; 70,45 (CH,).
(e) 21,70, 25,10; 28,30; 28,60; 60.80; 67,20; 68,71; 69,45 (CH,).

THRMN

Compuesto N°  Desplazamiento quimico (8, en ppm)

0,88 (t, 3H #= 6,9 Hz, CHy); 1,27-1,47 (m, 18H, CH,); 1,81 (m, 2H, CH,); 4,03 (t, 2H, J*= 6.0 Hz, OCH,); 4.63 (s,
3A 1H,CH}; 6,93 (d, 2H, J°= 9 Hz, Ar,*-H); 6,98 (d, 2H, &= 9 Hz, Ar-H); 7,81 (d, 2H, J°= 9 Hz -Ar,"-H}; 7,85 (d, 2H, /= 9
Hz, Ar—H).

081 (t, 3H, J#= 69 Hz, CH,): 1.10— 1,40 (m, 18H, CH,); 1,73 (m, 2H, CH,); 396 (t, 2H, = 6.0 Hz, OCH.,); 4.50 (s, 1H,

3B OH}:. 6,79 — 7,00 (M, 3H, Ar=HY; 7,14 — 7,22 (m, 3H Ar*=H); 7,73 - 7,88 (m, 2H, Ar-H).

0,88 (t, 3H 9= 6,9 Hz, CHg); 1,27-1,47 (m, 18H, CH,): 1,81 (m, 2H, CH,); 2,08 (s, 1H-OH); 3,61-3,74 (m, 8H, CH,); 3,90
4A (t, 2H, J%= 6.0 Hz, OCH, ); 4,03 (t, 2H, /= 6.0 Hz, CH,); 4,22 (t, 2H, J%= 6.0 Hz, CH,); 6,99 (d, 2H, J7= 8,93 Hz, Ary
*-H); 7,00 (d, 2H, J?= 8,96 Hz, Ar, .~H); 7,87 (d, 4H, J7= 8,90 Hz -Ar, g-H, Ar, 5*~H).

0.81(t, 3H J7= 6,9 Hz, CHy); 1,05 — 1,45 (m, 16H, CH,); 1,63 — 1,67 (m, 4H, CH,); 3,84 (t, 2H, J°= 6.0 Hz, CH,); 3,90 (t,
4B 2H, J7= 6.0 Hz, OCH, ); 7,00 (d, 1H, J7= 8,10 Hz, Ar,—H); 7,03 (d, 2H, J= 8,89 Hz, Ar,,*H); 7,37 (d, 1H, J°= 8,31 Hz
Arg-H); 7,38 (s, TH, Ar,-H); 7.49 (d. 1H, J°= 7,78 Hz, Ar;-H); 7,90 {d, 2H, J°= 8,90 Hz, Ar, ;*~H)

3.5 Capacidad de fotomodulacién de los anfifilos
3.5.1. Fotoisomerizacion E-Z por Espectroscopia Ultravioleta-Visible (UV-Vis)

La capacidad de fotomodulacidn de los compuestos 3A, 3B, 4A y 4B fue evaluada a través de
experimentos de espectroscopia UV-Vis utilizando como solvente CHCls. Todos los compuestos
fueron disueltos en CHCl; y expuestos a irradiacion con luz UV a un A = 360 nm durante
diferentes tiempos, considerando como mdaximo 100 minutos.

En el caso de los compuestos, 3A (color amarillo claro) y 3B (color amarillo amarronado),
ambos presentaron en solucién cloroféormica la banda de absorcién correspondiente a la

transicion m-n* del grupo azobenceno, observandose los Amsx. de 357 nm y 342 nm,
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respectivamente (Figura 3.2A y B). Es de destacar que estos dos compuestos mostraron una
reversidén térmica muy rapida frente a las mismas condiciones de exposicién de luz UV que los
anteriores (360 nm, 8 watts, 1 min.), incluso a mayor potencia y tiempos de irradiacién, por lo
que no fue posible medir la fotoisomerizacidn por las técnicas de espectroscopia UV-Vis
convencionales. Tampoco fue evidenciable para ellos un cambio en la coloracién luego de los
diferentes tiempos de exposicién a la luz UV.

El compuesto 4A en CHCl; es una solucién de color amarillo que inicialmente posee un
equilibrio fotoestacionario (PSS) en el que prevalece la isoforma E, de mayor estabilidad, sobre la
Z, en un porcentaje E: Z (95:5) determinada por H-RMN (seccién 3.5.3). Después de la
iluminacion con luz UV (360 nm, 8 watts, 1 min.) se alcanza el segundo PSS con la variacién del
porcentaje de E: Z (10:90), cambiando significativamente el color de la solucidn a anaranjada. La
relacion de ambos equilibrios fotoestacionario de los isémeros E y Z, asi como la fotoconversion
fueron correlacionadas con experimentos de espectroscopia *H-RMN (ver seccién 3.5.3). En el
espectro UV-Vis de 4A (E) se observd la transicion m-m*, caracteristica de compuestos
azobencenos, a través de la presencia de una banda de absorcidén con un Amsx 358 nm (estado S,
n-rt*). Luego de la fotoisomerizacidn E/Z, la banda de absorcién de 4A (E) a 358 nm decrece
marcadamente detectandose un desplazamiento del maximo de absorcién hacia la zona del azul
del espectro ultravioleta, centrado en Ans de 311 nm, correspondiente al mismo estado de
transicién. También aparece una segunda banda a Amsx. 448 nm de 4A (Z), correspondiente a la
transicién S; n-it* (Figura 3.2C). Cuando la irradiacidn finalizé, el espectro de absorcidn de 4A (E)
fue lentamente recuperado debido a la reversion térmica?? (18 horas en la oscuridad) (ver
seccion 3.5.3).

El compuesto 4B forma una disolucidn de color anaranjado brillosa en CHCls, que se vuelve
bermellén con la exposicién a la luz ultravioleta. Fue evidenciada la presencia de un 2-8% de
compuesto Z en el equilibrio fotoestacionario inicial de 4B, observandose luego de la irradiacion
(360 nm, 8 watts, 1 min.) la modificacion significativa en la relacion de isémeros, a E/Z (25:75).
Tanto la relacidn del equilibrio fotoestacionario inicial, como la final tras la fotoconversion,
fueron correlacionadas con experimentos de espectroscopia *H-RMN (ver seccién 3.5.3). En el
espectro UV-Vis de 4B se observa la transicion m-mt* correspondiente con la aparicién de una
banda de absorcion de Amsx. 348nm (Figura 3.2D). Luego de la fotoisomerizacion E/Z, |a transicidon
n-t* se manifiesta con un desplazamiento de la banda a longitudes de onda menores, 312 nm,

con un decrecimiento de la banda de 348 nm vy la aparicion de una nueva banda correspondiente

22 ), H. Yoon y S. Yoon, 'Observation of Isomerization of an Azobenzene Derivative in Gold Nanoparticle Aggregates
Using SERS' (2009) 30 Bull. Korean Chem. Soc. 2877.
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a la transicion S; n-m* a 433 nm. La reversion térmica Z-E fue lo suficientemente lenta para

permitir la evaluacidn de ambos PSS por separado (ver seccion 3.5.3).
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./
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=
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=]
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i(nm)
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Figura 3.2 Espectro de absorcion UV-Visible en CHCIz A) 3A (E) (®) y (Z) (A), 15 uM; B) 3B (E) (®) y (Z) (8),
7,7 uM; C) 4A (E) () y () (A),7,5 uM; D) 4B (E) (e) y (Z) (A), 10 pM.

En la Tabla 3.1 se muestra el efecto hipsocromico como consecuencia de la fotoconversion,
en el cual las bandas de absorcién correspondientes a la transicién n-nt* se desplazan hacia
menores longitudes de onda (zona azul del espectro visible). En la misma se evidencia la
importancia del sustituyente unido directamente al grupo azobenceno para que la
fotoisomerizacidon pueda ser medida en nuestro espectrofotémetro. El efecto de la sustitucién

4:3' respecto a la 4:4' también produce diferencias en la posicidn del Amsx de los analogos.

Isomero trans (E) Isomero cis (Z) Porcentaje de
COMPUESTO | Anix. en nm (m-rt*) | Amax. €n nm (m-1t*) fotoconversion
Amsx. €n nm (n-1t*) (%)
3A 357 357 3
3B 342 338 25
430
4A 358 311 89
448
48 348 312 75
433

Tabla 3.1 Comparacion de los Amax de las transiciones m-nt* y n-ni* antes y después de la fotoisomerizacion

indicando el porcentaje de fotoconversion en cada caso.
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3.5.2 Fotoreversion Z-E por Espectroscopia UV-Vis

En el caso de los compuestos 4A y 4B, en los cuales la fotoconversion procedié con maximos
rendimientos, se estudio la capacidad de fotoreversién Z-E. Inicialmente, ambos compuestos
fueron evaluados en condiciones de reposo bajo oscuridad y a temperatura ambiente (25°C) con
el objeto de analizar la capacidad de reversion y el tiempo de relajacién del sistema.

En la grafica del espectro UV-Vis para 4A se muestra que en la oscuridad la reversidn térmica
ocurre luego de 18 horas, obteniéndose la relacion Z:E (5:95) (Figura 3.3A).

Para el sistema 4B la reversion no fue total, observandose la estabilizacion del equilibrio
fotoestacionario en un porcentaje Z: E (46:54), diferente del inicial, luego de 15 horas en

condiciones de oscuridad (Figura 3.3B).

A B
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Figura 3.3 Espectro de absorcion UV-Visible de la fotoconversion (Z-E) en cloroformo y oscuridad a
diferentes tiempos A) 4A (7,5 uM): 0 horas (A); 1 hora (A); 4 horas (O); 6 horas (m); 18 horas (e). B) 4B (10
KM): 0 horas (A); 15 horas (m).

Considerando los resultados anteriores, para el compuesto 4A se evalud la aceleracién de la
isomerizacion Z-E por iluminacion con luz blanca de 60 watts (A> 445nm, 3 h). La relajacién del
sistema también fue total, observandose la recuperacion del equilibrio Z: £ (5:95) a las 3 horas

(Figura 3.4).
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Figura 3.4 Espectro de absorcion UV-Visible de la fotoconversion de 4A (Z) (A) a 4A (E) (e) promovida por

luz blanca a diferentes tiempos (7,5 uM, cloroformo). La unidad de tiempo es minutos.
3.5.3  Fotoisomerizacion y reversion por espectroscopia *H-RMN

La capacidad de fotomodulacién de los azoanfifilos 4A y 4B y los porcentajes de
fotoisomerizacién también fueron evaluados a través de experimentos de *H-RMN (600MHz). El
procedimiento experimental consistid en disolverlos en etanol y exponerlos a irradiacién con luz
UV a un A= 360 nm (8 watts) durante 1 minuto, en una primera etapa. Los espectros de los
compuestos irradiados fueron tomados en condiciones de oscuridad para minimizar la
fotoreversién durante las medidas. Posteriormente se monitoredé en oscuridad a temperatura
ambiente por un maximo de 20 horas. En primer lugar se estudié la fotoisomerizacién E/Z y
durante la segunda etapa el tiempo de relajacidn de la fotoisomerizacion Z/E y el porcentaje de

reversion del sistema.

La Figura 3.5 muestra la seccién aromética del espectro *HRMN de 4A antes y después de la
fotoisomerizacidn, y durante la relajacién (2 horas en oscuridad). Fue evidenciada la presencia
de un 5% del isémero Z en la regién de campos altos (Figura 3.5A, marcado con una flecha)
previo a la irradiacion con luz a 360 nm. Luego de la misma se produjo la modificacion del
equilibrio fotoestacionario a E: Z (10:90) (Figura 3.5B). El ismero Z se obtiene en un 90%
detectidndose el nuevo conjunto de sefiales *H NMR con la misma multiplicidad que el isémero E
pero desplazadas hacia campos mayores. Los picos asignados a los protones mas cerca de los
centros de isomerizacion (a y b) se desplazaron significativamente a campos mas altos que las
sefiales correspondientes a los protones aromaticos restantes, mas alejados del enlace N=N, (cy
d). Estos también sufrieron un efecto de apantallamiento, aunque no tan marcado, siendo

menos desprotegidos a causa de la isomerizacién. Estos cambios espectrales son consistentes
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con observaciones previas para otros tipos de derivados azobencenos,? y se explican teniendo
en cuenta que el isdmero E es plano, mientras que el Z no lo es: los anillos aromaticos estan
retorcidos entre si para evitar contactos estrechos entre los 4&tomos de hidrégeno del anillo. En
este nuevo microambiente, el apilamiento de anillos aromaticos (m-stacking) u otras
interacciones fisicas conducen a cambios en las sefiales de RMN.?* Luego de 4 horas en la

oscuridad, se obtiene una mezcla E/Z 60: 40. (Figura 3.5 C)

Finalmente, a las 18 horas en oscuridad se observé la recuperacidon del porcentaje total del
isdmero trans (95%), presente en el pss inicial, resultado en concordancia con los espectros UV-

Vis en funcidn del tiempo.
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cd
t, E: ;
” o E:Z(95:5) E\—
) L ) A\“[U .
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Figura 3.5 Zona aromatica del espectro RMN de 4A. A) Antes de irradiar con luz UV (to), asignado a 4A (E)
con una flecha se identifican las sefiales del is6mero Z. B) Después irradiar con luz UV (360 nm, 8watts, 1

min.), asignado a 4A (Z). C) Equilibrio fotoestacionario a las 4 horas en oscuridad luego de la irradiacién.

La Figura 3.6 muestra los resultados del espectro RMN para 4B en las condiciones de trabajo
ya descriptas. El porcentaje del isémero Z previo a la irradiacién fue de un 3% (Figura 3.6A,

identificado con una flecha). Luego de la misma se obtuvo un nuevo estado fotoestacionario E: Z

23 J, H. Yoon y S. Yoon, 'Photoisomerization of azobenzene derivatives confined in gold nanoparticle aggregates' (2011)
13 Phys. Chem. Chem. Phys., 12900.

24 S, Peris, B. Tylkowski, J. C. Ronda, R. Garcia-Valls, J. A. Reina y M. Giamberini, ' Synthesis, Characterization, and
Photoresponsive Behavior of New Azobenzene-Containing Polyethers' (2009) 47 J. Polym. Sci., Part A: Polym. Chem.
5426.
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(20:80), mostrando el efecto de apantallamiento de las sefiales Z ya observado para 4A (Figura
3.6B). La fotoisomerizacion Z=>F evaluada en oscuridad mostré un PSS E: Z (54:46) estabilizado a
las 15 horas, evidenciando una marcada diferencia cuantitativa en la recuperacién del estado
fotoestacionario inicial respecto de 4A. En las Figuras 3.5C y 3.6C se observa comparativamente
el equilibrio fotoestacionario a las 4 horas en oscuridad para el compuesto 4A 'y 4B, E: Z (60:40) y

(45:56), respectivamente.
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Figura 3.6 Zona aromatica del espectro RMN de 4B. A) Antes de irradiar con luz UV (to), asignado a 4B (E)
con una flecha se identifican las sefiales del isomero Z. B) Después irradiar con luz UV (360 nm, 8 watts, 1

min.), asignado a 4B (Z). C) A las 4 horas de reposo en oscuridad luego de la irradiacion.
3.6 Comportamiento Liquido Cristalino. Breve introduccidn.

Los cristales liquidos (LC) son materiales que presentan al menos una fase intermedia entre
la liquida isotropa y la sdlida cristalina. Esta fase intermedia se denomina mesofase, y a los
compuestos que la generan, mesdgenos. Su investigacidn tiene un gran interés tanto desde el
punto de vista de la caracterizacion estructural como por su vasto campo de aplicaciones

tecnoldgicas; por ejemplo dentro de la dptica, la optoelectrdnica o incluso la medicina.

En este tipo de estado intermedio, las moléculas carecen del orden posicional de un cristal,
pero se ordenan en cuanto a la orientacién de las moléculas. Asi, estos sistemas combinan las

propiedades del estado cristalino (anisotropia dptica y eléctrica) y del estado liquido (movilidad y
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fluidez molecular). Se pueden encontrar cristales liquidos de dos tipos principales, en funcién de
cémo se genera la mesofase. Si se genera por accién de la temperatura, hablamos de cristales
liquidos termdtropos (los mas comunes y los obtenidos en esta seccidn) vy, si es por accién de un

disolvente son lidtropos.

Las moléculas de materiales meségenos suelen tener una geometria determinada que
facilita el empaquetamiento molecular en dichas fases anisétropas. Los sistemas anfifilicos
basados en sistemas m debido a su naturaleza constituyen mesdgenos capaces de presentar

comportamiento termotrdpico y liotrépico a la vez.?

La complementariedad de todas estas propiedades se pone claramente de manifiesto a la
hora de enfocar las aplicaciones tecnoldgicas de estos materiales. En efecto, la posibilidad de
alinear las moléculas mesdgenos con relativa facilidad, bajo la aplicaciéon de campos eléctricos,
magnéticos, interacciones superficiales, etc.; cambiando de esta manera la direccién de los ejes
principales de las mesofases, es de una gran utilidad en aplicaciones electro-dpticas. Asi, es bien
conocida la industria de dispositivos épticos basados en cristales liquidos, como las pantallas LCD

o los conmutadores electro-6pticos.®
3.6.1. Cristales liquidos termdtropos. Generalidades

Las mesofases termotrdpicas de los liquidos cristalinos son termodindmicamente estables,
pero se presentan como fases solo parcialmente ordenadas. Podemos encontrar como
mesofases termotrdpicas las nematicas, las esmécticas, las de cinta, las fases de discos e incluso
laminares. Dentro de esta clasificacion puede haber subclasificaciones. Este es el caso de las
esmécticas, las cuales se encuentran diferenciadas de la A a la I. Otro ejemplo, es el de las
mesofases en cinta que aparecen con anfifilos anhidros, que se diferencian en subwaxy,
superwaxy y waxy, entre otras. Cada mesofase se describe por su grado de orden. Si la mesofase
s6lo tiene un orden de orientacion, se le denomina nematica (N); si tiene un orden de

orientacién y un orden de posicion se llama esméctica (Sm) (Figura 3.7).

25 C, Tschierske, Liquid Crystals: Materials Design and Self-assembly, Springer — Verlag Heidelberg (2012).
26 \W, H. Kuo, P.H. Lin y S.L. Hwang, 'A framework of perceptual quality assessment on LCD TV' (2007) 28 Displays 35.
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Figura 3.7 De derecha a izquierda: fase nematica, esméctica A y esméctica C. En la fase nematica (N), las
moléculas carecen por completo de orden posicional, pero se orientan en la misma direccién. Dicha
direccion preferente viene definida por el denominado vector director, n (flecha). Aumentando el grado
de orden podemos tener mesofases esmécticas (Sm), donde las moléculas se distribuyen en planos
(planos esmécticos o capas esmécticas). En cada uno de estos planos el orden local es nematico. Si las
moléculas se disponen perpendicularmente a las capas, la mesofase es la esméctica A (SmA), si estdn

inclinadas tenemos la fase esméctica C (SmC).

Los LC termotrdpicos mas convencionales tienen geometrias moleculares con nucleos rigidos

alargados (cristales liquidos calamiticos, de morfologia similar a una vara o rod-like)*” 28

y en
forma de disco (cristales liquidos discoticos). Unidos a estos grupos rigidos, que son los
responsables del empaquetamiento preferentemente uniaxial®® en la mesofase, existen cadenas
terminales flexibles y sustituyentes laterales, cuya funcion es la de servir de “lubricantes” entre
las moléculas, confiriendo la estabilizacion de la alineacién molecular y la fluidez propia del

estado liquido cristalino.?°

En los LC calamiticos la longitud de la molécula (I) es significativamente mayor que su ancho
(b) (Figura 3.8). Estas moléculas estan constituidas por distintos grupos polares que, en general,

confieren un momento dipolar neto a las mismas.

Cadenas Mifaticas

/(O nsleo Rigida T N hI

Figura 3.8 Esquema representativo donde la longitud molecular (I) >> ancho (b).

27 M. Kilic y Z. Cinar, 'Structures and mesomorphic properties of cyano-containing calamitic liquid crystal molecules'
(2007) 808 J. Mol. Struct.: THEOCHEM 53..

28 H.F. Hsu, H.C. Chen, C.H. Kuo, B.C. Wang y H.T. Chiu 'Design and investigation of calamitic liquid crystals with low
aspect ratios: Rigid y-shaped 1,2,4-tris(4-alkoxyphenylethynyl)benzenes' (2005) 15 J. Mater. Chem. 4854.

29 presentan un solo eje dptico, a lo largo del cual son isotrdpicas.

30 D. A. Dunmur, M. R. de la Fuente, M. A. Pérez-Jubindo, S. Diez, ' Dielectric studies of liquid crystals: the influence of
molecular shape' (2010) 37 (6-7) Lig. Cryst. 723.
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Las moléculas calamiticas forman mesofases tanto nemdticas como esmécticas dependiendo
del tipo de los sustituyentes y sus combinaciones.?? 3! Los anfifilos 3 y 4 sintetizados pueden ser
clasificados como cristales liquidos calamiticos debido a su estructura quimica general (Figura
3.9). Debido a su naturaleza anfifilica, todos los compuestos fueron muy dificiles de recristalizar.
Presentaban alta solubilidad en disolventes organicos como cloroformo, metanol,
diclorometano, acetona y etanol. La re-cristalizacién en mezclas de agua o agua / etanol condujo
a solidos gomosos y cerosos. El tratamiento de los sdlidos bajo condiciones de vacio a 35°C

durante 24 horas nos permitié obtener sélidos estables para su caracterizacion.

~¥°
11
N

NéN\@\OMOWOH 5 /\/%o\%/\/o
) | a

T

Figura 3.9 Resumen de las estructuras quimica de las moléculas anfifilicas estudiadas.
3.6.2 Comportamiento termotrdpico y observacion morfoldgica

Las propiedades LC termotropicas de los azoanfifilos sintetizados fueron caracterizadas A
través de termogramas obtenidos por Calorimetria Diferencial de Barrido (del inglés, DSC). Una
vez que se determinan los intervalos de temperaturas dentro de los cuales se producen las
transiciones, es necesario conocer cuales son las mesofases formadas dentro de estos. Para ello
se utilizé la Microscopia Optica de Luz Polarizada (POM) con platina de temperatura controlada y
placa de retardacion de 1A. Estas técnicas se desarrollan en el Capitulo 7. Las temperaturas de
transiciéon de fase (T/°C), asi como los cambios de entalpia de transicién de fase (AH J g7})
corresponden a los segundos barridos de calentamiento y enfriamiento. Todos los valores de
transiciones de fases fueron reproducibles en repeticiones de hasta 5 ciclos de calefaccién-

enfriamiento consecutivos. El resumen de los resultados obtenidos se presenta en la Tabla 3.2.

31 0.D. Lavrentovich, Defects in Liquid Crystals: Computer Simulations, Theory and Experiments, Springer, (2001).
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Compuesto | Temperatura de transicién, T/°C (valores de entalpias de

transicién asociadas, AH J g™%)

3A 29 Calentamiento
Cr 102,87 (116,3) |
22 Enfriamiento

196,72 SmA 95,25 (83,49) Cr

3B 29 Calentamiento
Crl 66,27 (43,65) N-I
22 Enfriamiento

I-N 48,31 (37,83) Cr2

4B 22 Calentamiento
Cr 58,98 (111,7) |
22 Enfriamiento

140,10 (96,56) SmA-SmC 30,27 (2,75) Cr

4A 22 Calentamiento
Cr-SmC 91,67 (88,10) SmA 107,28 (33,77) Pl-Ln
22 Enfriamiento

Ln-P1 100,02 (27,51) SmA 89,00 SmC 87,24 (94,29) Cr

Tabla 3.2 Temperaturas de transicién de fases con sus respectivas entalpias (entre paréntesis), datos
obtenidos de 22 barrido de todos los compuestos en DSC. Abreviaturas: CoA= Coagel; Cr = Sélido
Cristalino; SmA = Esmectica A; N = Nematica; | = Fase Isotrdpica; Pl= Fase Pseudoisotropica; Ln = Fase

Laminar.

El compuesto 3A, posee la cabeza polar directamente unida al ndcleo rigido y presenta una
sustitucion 4: 4' del azobenceno. En el termograma de DSC se observd un pico en el proceso de
calentamiento y dos picos asociados en el enfriamiento (Figura 3.10A). Este comportamiento
responde a un cristal liquido de tipo monotrdpico debido a que la transicién de fase ocurre solo
al enfriar, por una disminucién de temperatura a partir del liquido isotrdpico.3? Durante el
calentamiento, se observa solo una transicion a 102,9 °C, sin evidencia de formacién de
mesofase. La entalpia de la transiciéon (116, 3 J g) puede asociarse a la fusion del sélido
cristalino (Cr) a liquido isotrépico (I), confirmada por la observacién en POM. En el ciclo de
enfriamiento se pudieron observar por deconvoluciéon dos picos uno a 96,7°C y otro a 95,3° C

(83,49 J g'). Por POM, fue detectable la existencia de una transicién I-SmA (97°C) cerca de la

32 F, Ammar-Khodja, S. Guermouche, M.-H. Guermouche, P. Judenstein y J.-P. Bayle, 'Phase Transition Behavior of a
New Monotropic Liquid Crystal by Inverse GC' (2009) 70 Chromatographia 497.
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temperatura de cristalizacion (90 °C). Esto quiere decir que las moléculas, previo a la
cristalizacién, se alinearon paralelamente en capas. La textura de abanicos observada es

caracteristica de las mesofases esmécticas A (Figura 3.10B).
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2 oy on C |
30 | 2°calefaccion Cr S0
S 2° enfriamiento ¢y Iso
o
3
w
24
B Tt S SmA
» 60 %0 100 120
Temperatura (°C)

Figura 3.10 A) Termograma de DSC mostrando el 22 calentamiento y enfriamiento del compuesto 3A (5°C
min). B) Mesofase Esméctica A observada a 96°C durante el enfriamiento del liquido isotrdpico. Textura

de abanicos. Polarizadores cruzados, magnificacion 200x.

El compuesto 3B, presenta los mismos grupos funcionales que 3A pero la sustitucion en el
azobenceno es 4: 3'. Los experimentos de DSC mostraron solamente un pico ancho en el
calentamiento (66,3°C, 43,65 J g1); y otro de similares caracteristicas en el ciclo de enfriamiento

(48,3°C; 37,87 J g*) (Figura 3.11).
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Figura 3.11 Termograma de DSC mostrando el 22 calentamiento y enfriamiento del compuesto 3B (5°C

min‘l).
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La presencia de picos ensanchados en DSC podria corresponder a transiciones no
cooperativas,®® asociadas con la presencia de micro-dominios probablemente como
consecuencia del empaquetamiento deficiente de las moléculas debido a la sustitucién 4: 3'. El
compuesto 3B resulté dificil de manipular debido a su naturaleza de tipo "laca". Bajo
observacién microscdpica puede asociarse a una estructura cristalina cerosa (Figura 3.12a), que
se hizo fluida alrededor de los 48 °C. Se observd una transicion de fase cristalina del sélido (Crl)
a Nematica (N) con la aparicion de una textura no geométrica con forma “tipo marmol”
caracteristica de esta mesofase (Figura 3.12b). La fase nematica se mantuvo estable hasta

alcanzar 65 °C, temperatura a la cual ocurrid la transicidn a liquido isotrépico.

Durante el enfriamiento la transicién del liquido isotrépico a la fase nematica se observd
alrededor de los 50°C. La presencia solo de esferulitas positivas y las caracteristicas figuras
uniaxiales confirmaron la mesofase nematica (Figura 3.12c). A 45 °C se observd una transicion de
fase nematica a cristalina tipo 2. La estructura cristalina granular brillante se determind como

34, 35, 36,37

una mesofase laminar, caracteristica de los sistemas surfactantes cristalinos y se mostro

estable a temperatura ambiente (Figura 3.12cy d).

33 K. Dusek y J.-F. Joanny, Polymer Characterization: Rheology, Laser Interferometry, Electrooptics, Springer Science &
Business Media (2010).

34 p, A. Thiessen y J. Z. Stauff, (1936), Physik. Chem. A, 176.

35 M. J. Buerger, 'The Characteristics of Soap Hemihydrate Crystals' (1942), 28, Proc. Natl. Acad. Sciences, 529.

36 N. H. Hartstone y A. Stuart, Crystals and the Polarizing Microscope, Arnold, London (1970).

37K. C. Gouden, P. Ganguliy G. Tiddy, (1992) 96 J. Phys. Chem. 4627.
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Figura 3.12 Fotomicrografias Opticas del compuesto 3B obtenidas por microscopia de luz polarizada (a)
Estructura cristalina inicial (Crl) a 25°C. (b) Fase Nematica obtenida al calentar a 57°C. Textura no
geométrica marmolada. Notar el cambio de color de la estructura respecto de (a) bajo idénticas
condiciones de obtencién de la fotografia. (c) Enfriamiento desde la fase nematica (derecha) hasta la
estructura cristalina (izquierda), 45 °C. (d) Estructura cristalina final a 30°C. (a)(b)(d): Polarizadores

cruzados, magnificacién x150. (c) Polarizadores cruzados, magnificacién x40.

El compuesto 4B esta sustituido en 4: 3" y tiene como cabeza una molécula de hidroxi-
trietilenglicol directamente unida al segmento rigido del anfifilo. El termograma de DSC
correspondiente a 4B mostrd un pico por calentamiento (59 °C; 111,7 J g) y dos picos al ser
enfriado (40,1 °C; 96,6 J g*y 30,3 °C; 2,8 J g}) evidenciando un comportamiento de cristal liquido

monotrodpico. (Figura 3.13).
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Figura 3.13 Termograma de DSC mostrando el 22 calentamiento y enfriamiento del compuesto 4B (5°C

min‘Y).

Por POM el compuesto 4B mostrd una estructura cristalina cerosa (Figura 3.14a) usualmente
asociada a una estructura laminar en sistemas anfifilicos.3> 3% 37 38 |3 transicion de sélido
cristalino ceroso a liquido isotrépico se observo a 59°C (Figura 3.14b). En el enfriamiento la
transicién de liquido isotrépico a fase esméctica A ocurre a 40°C y se detecta otra fase esméctica
diferente antes de llegar a los 30 °C. La textura de abanicos caracteristica de esméctica A (Figura
3.14c) y la textura de abanicos rotos propia de esméctica C (Figura 3.14d) confirmarian la
transiciéon de la primer mesofase a la segunda.®® La baja entalpia detectada para la transicion
esméctica C - sélido cristalino (30,3 °C; 2,75 J g1), también reforzaria la presencia de una

mesofase esméctica C hacia el final del enfriamiento.

38 ). W. Goodby y G. W. Gray (1976) 6 Journal de Physique Colloque C3 17.
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Figura 3.14 Fotomicrografias Opticas del compuesto 4B obtenidas por microscopia de luz polarizada (a)
Estructura cristalina a 25 °C. (b) Durante la calefaccion hacia el liquido isotrépico a 59 °C. (c) Fase
esméctica A durante enfriamiento desde el liquido isotrépico, 37 °C. (d) Fase esméctica C a 32 °C. (a)(b)
Polarizadores cruzados, magnificacion x40. (c) Polarizadores cruzados, magnificacion x150. (d)

Polarizadores cruzados, con placa de retardacién de 1A, magnificacion x200.

El compuesto 4A estd 4: 4’ sustituido y presenta como cabeza una molécula de hidroxi-
trietilenglicol. El experimento de DSC de 4A reveld dos transiciones durante el calentamiento a
91,7 °C (88,10 J g?) y 107,28 °C (33,77 J g1). Al enfriar, se produjo una transicidn trifasica a
100,02 °C (27,51 ) g); 89 °Cy 87,2 °C (94,29 J g'Y). Se evidencié un comportamiento polimérfico
de tipo enantiotrdpico para este anfifilo, con la presencia de rangos de temperatura agudos
mostrando la estabilidad de las diferentes mesofases (Figura 3.15). Las mesofases exhibidas

pueden observarse durante el calentamiento y el enfriamiento de las muestras.
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Figura 3.15 Termograma de DSC mostrando el 22 calentamiento y enfriamiento del compuesto 4A (5°C

min‘Y).

El polimorfismo en el comportamiento del anfifilo 4A también fue detectado por POM. A
temperatura ambiente presentd una estructura cristalina cerosa, del tipo waxy 3 36 37. 38
caracteristica de mesofases de cintas que aparecen en anfifilos anhidros (Figura 3.16a). En el
calentamiento fue posible detectar la transicién de sdlido cristalino a las sucesivas mesofases
esmécticas recientemente dilucidadas por difraccién de rayos X (XRD).>® Debido a las texturas
observadas fue posible asignar una transicién de esméctica C a esméctica A a 91,67 °C (Figura
3.16b), en concordancia con los resultados documentados por Tan y colaboradores. Se observa
la presencia de las caracteristicas esferulitas positivas y negativas involucradas en la transicion
entre las mesofases esmécticas (Figura 3.16c). En general, una mesofase esméctica, cuando es
colocada entre cubre y portaobjetos de vidrio, no se comporta de forma simple. Las capas de
compuesto, dispuestas de manera tal de formar una pelicula, conservan su espesor pero se
distorsionan para poder deslizarse unas sobre otras y asi ajustarse a las condiciones
superficiales. Las propiedades dpticas (textura coénica focal) del estado esméctico surgen de
estas distorsiones de las capas.’’ En el rango transicional de temperatura (entre 87,5 y 94 °C) la
mesofase esméctica C observada exhibe la tipica textura de Schlieren® (Figura 3.16d, abajo),

mientras que la esméctica A se diferencia por presentar vetas oleosas entre dreas

homeotrdpicas. (Figura 3.16d, arriba)

39 X. Tan, R. Zhang, C.Guo, X. Cheng, H. Gao, F. Liu, J. R. Bruckner, F. Giesselmann, M. Prehm y C. Tschierske
'Amphotropic azobenzene derivatives with oligooxyethylene and glycerol based polar groups' (2015) 3 J. Mater.
Chem. C 11202.
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Figura 3.16. Fotomicrografias Opticas del compuesto 4A obtenidas por microscopia de luz polarizada (a)
Estructura cristalina a 25°C. (b) Transicién de mesofase esméctica C a esméctica A durante calefaccion a
92°C. (c) Ampliacion de (b) mostrando las esferulitas positivas. (d) Ampliacion de (b) mostrando la
transicion de la mesofase esméctica C (abajo) a la esméctica A (arriba). (a)(d) Polarizadores cruzados,
magnificacion x200 (b) Polarizadores cruzados, magnificacion x40 (c) Polarizadores cruzados,

magnificacion x100.

A 107 °C, el sistema comenzé a evolucionar a una mesofase pseudoisotrépica con la
aparicién de figuras uniaxiales (Figura 3.17a). A 240 °C, se produjo otra fase esmerilada o lamelar
neta con una textura de lineas oleosas (oily-streak, del inglés). Los anfifilos iénicos anhidros
presentan este tipo de mesofases laminares producidas térmicamente con caracteristicas de
labilidad debido a que aparecen a altas temperaturas. En este caso, la mesofase formada a alta
temperatura se mostré estable hasta los 280 °C, temperatura a partir de la cual el compuesto se
descompone irreversiblemente. Cuando el enfriamiento se inici6 a 250 °C, se observo la
coexistencia de la mesofase lamelar oleosa junto con la fase pseudoisotrépica hasta los 103 °C,
temperatura a partir de la cual comienza a observarse una morfologia de tipo esferular, positiva,
altamente brillosa, creciendo durante el enfriamiento a partir de la fase isotrépica. A 89 °C se
detectd una transicion estructural de esméctica A, a esméctica C. Las texturas fueron similares a

las observadas en el ciclo de calentamiento en el mismo rango de temperatura.
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Figura 3.17 Fotomicrografias Opticas del compuesto 4A obtenidas por microscopia de luz polarizada. (a)
Figuras uniaxiales observadas durante la calefaccion hasta alcanzar la mesofase de liquido
pseudoisotrépica a 110 °C. (b) Mesofase de arreglo lamelar con textura de cintas oleosas, 240 °C. (c)
Esferas positivas de gran brillo creciendo desde el liquido isotrépico durante el enfriamiento a 103 °C (d)
Transicion desde esméctica A (derecha) a esméctica C (izquierda) durante el enfriamiento a 89 °C. (a)(c)
Polarizadores cruzados, magnificacion x100. (b) Polarizadores cruzados, magnificacion x40. (d)

Polarizadores cruzados, magnificacion x150.
3.7. Conclusion

Debido principalmente a que la formacion de los agregados supramoleculares tiene una
importante dependencia de la estructura molecular de los anfifilos, hemos planteado una ruta
sintética versatil que nos permitid a través de pasos sencillos introducir modificaciones en la
cabeza polar y en la cola hidrofébica necesarias para disefiar azoanfifilos con potencial

funcionalidad como sistemas fotoconmutables.

Los nuevos anfifilos no idnicos sintetizados: 3A, 3B, 4B y 4A, presentaron un
comportamiento de cristal liquido termotrépico, como pudo ser determinado por DSC y por
POM. Esto los convierte en nuevos materiales basados en moléculas pequefas, con posibles

aplicaciones tecnoldgicas. Los compuestos 3A y 4B fueron caracterizados por su
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comportamiento termétropo como cristales liquidos monotrépicos. El compuesto 3B evidencid
transiciones no cooperativas probablemente como consecuencia del empaquetamiento
deficiente de las moléculas debido a la sustitucidn 4: 3'. El polimorfismo esméctico observado en
el compuesto 4A es similar al observado para los anfifilos idnicos, mostrando un
comportamiento de tipo enantiotrépico en su termotropismo. Ademas, el compuesto 4A
presentd una mesofase lamelar a alta temperatura (240 °C), similar a la observada en anfifilos
idnicos comunes. La reciente documentacion de la evaluacién de su comportamiento
termétropo por XRD, realizada por Tan y colaboradores® confirma nuestra caracterizacién por

POM.

Los experimentos de irradiacidon con luz UV por espectroscopia UV-Vis y RMN mostraron que
de los cuatro anfifilos caracterizados, solo el anfifilo 4A es capaz de fotomodular eficientemente,
logrando un equilibrio fotodinamico estable, con éptimos resultados de reversion térmica y sin

evidenciar descomposicion.

Los resultados obtenidos de fotoisomerizacion conjuntamente con el mesomorfismo
observado de 4A sugieren particularmente para este compuesto la posibilidad de ser utilizado
como una sonda dpticamente controlada, tanto por si mismo, como potencialmente en mezclas

con otros anfifilos:

HsC
©
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N @ N
360 "
N nm N
-
450 nm
0 Oj/
“ OH o OH
E (E:Z 95:5) Z (E:Z10:90)
MOLECULA
FUNCIONAL

Figura 3.18 Nuevo anfifilo desarrollado como potencial molécula funcional con capacidad fotoconmutable.
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Capitulo IV: Comportamiento interfacial e interaccion con biomembrana de 4A

4.1 Breve Introduccion y Planteamiento

Se ha estudiado extensamente la relacidon estructura/morfologia de anfifilos basados en
azobencenos (azoanfifilos) idnicos, observando particularidades interesantes tales como la
capacidad de formar monocapas en la interfase aire-agua y bicapas en medio acuoso.! Muchos
han sido empleados en agregados tales como bicapas/vesiculas,> > monocapas de Langmuir-
Blodgett (LB)* y micelas.> Asimismo, se ha demostrado la capacidad de estos compuestos de
controlar la permeabilidad de membrana,® modificando la apertura de canales de proteinas’,
ademds de otras propiedades macroscdpicas.” ® Sin embargo, la eficiencia de dichos eventos no
ha sido excelente debido principalmente a la dificultad de fotoisomerizaciéon en el estado

agregado.

Un numero importante de azoanfifilos que responden a la luz han sido utilizados para
proveer cambios estructurales con el objetivo de modificar las propiedades de la solucién
(estado de agregacidn) y de superficie (tensidn superficial). Pero en su mayoria estos poseen
caracteristicas idnicas, las cuales plantean un inconveniente a la hora de definir su funcionalidad
en sistemas reales, como en membranas biolégicas o en formulaciones de liposomas. La causa es
debida principalmente a que las cabezas cargadas tienen un efecto determinante sobre la
configuracion espacial del drea de seccion transversal de la molécula anfifilica, tal que el cambio
conformacional logrado por las colas como resultado de la fotoisomerizacion, tiene muy poco

efecto en el empaquetamiento del anfifilo en la capa absorbida interfacial, y consecuentemente

1 T. Kunitake, 'Aqueous bilayer dispersions, cast multilayer films, and Langmuir—Blodgett films of azobenzene-
containing amphiphiles' (1986) 19 Colloids Surf. 225.

2 T. Kunitake, 'Synthetic Bilayer Membranes: Molecular Design, Self-Organization, and Application' (1992) 31 Angew.
Chem. Int. Ed. 709.

3 D. G. Whitten, L. Chen, H. C. Geiger, J. Perlstein, X. Song, 'Self-Assembly of Aromatic-Functionalized Amphiphiles: The
Role and Consequences of Aromatic-Aromatic Noncovalent Interactions in Building Supramolecular Aggregates and
Novel Assemblies' (1998) 102 J. Phys. Chem. B. 10098.

4T. Kinoshita, 'Photoresponsive membrane systems' (1998) 42 J. Photochem. Photobiolol. B. 12.

5 a) T. Hayashita, T. Kurosagua, T. Miyata, K. Tanaka, M. Igawa, 'Effect of structural variation within cationic azo-
surfactant upon photoresponsive function in aqueous solutionColloid' (1994) 272 Polym. Sci. 1611. b) L. Yang, N.
Takisawa, T. Kaikawa, K. Shirahama, 'Interaction of photosurfactants, 2-[4-(4-alkylphenylazo)phenoxy] ethyltrimethyl-
antmonium bromides with y-cyclodextrin and thermodynamics of complexation of photosurfactants with
cyclodextrins' (1995) 99 J. Phys. Chem. B. 8799. c) H-C. Kang, B. M. Lee, J. Yoon, M. J. Yoon, 'Synthesis and Surface-
Active Properties of New Photosensitive Surfactants Containing the Azobenzene Group' (2000) 231 Colloid Interface
Sci. 255.

6 a) X. Song, J. Perlstein, D. G. Whitten, 'Supramolecular Aggregates of Azobenzene Phospholipids and Related
Compounds in Bilayer Assemblies and Other Microheterogeneous Media: Structure, Properties, and Photoreactivity'
(1997) 119 J. Am. Chem. Soc. 9144. b) J. M. Kuiper, J. B. Engberts, 'H-Aggregation of Azobenzene Substituted
Amphiphiles in Vesicular Membranes' (2004) 20 Langmuir 1152.

7). H. A. Folgering, J. M.Kuiper, A. H. De Vries, J. B. F. N Engberts y B. Poolman, 'Lipid-mediated light activation of a
mechanosensitive channel of large conductance' (2004) 20 Langmuir 6985.
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en la tensién superficial del sistema. Es por esta razon que el estudio de azoanfifilos con cabezas
no idnicas, del tipo hidroxilo, tienen interés en el desarrollo de sistemas que cambien no solo las
caracteristicas de la solucidn sino también las interfaciales.® Este tipo de sistemas ha sido mucho
menos explorado, aun cuando la posibilidad de cambiar las propiedades superficiales a través de

estimulos constituya un tema de gran relevancia tanto en investigacién basica como aplicada.

Las monocapas de Langmuir y Gibbs han ofrecido un gran potencial para el estudio de la
organizacién de los compuestos anfifilicos®, en particular de aquellos constituidos por lipidos,
permitiendo dilucidar el empaquetamiento de las moléculas en base a su estructura quimica, las
interacciones intermoleculares, y las interacciones con la subfase soporte.l> 112 De hecho, las
monocapas de Langmuir han sido utilizadas para modelar tanto el autoensamblaje de
azobencenos en la interface aire/liquido, como los procesos que ocurren en membranas
lipidicas.'* * 15 Sin embargo no existen antecedentes de su utilizacion para evaluar el
comportamiento de mezclas de azoanfifilos con lipidos. EI uso concomitante de diversos
componentes en una monocapa, como en el presente trabajo, presta herramientas para

desarrollar sistemas transportadores a base de anfifilos, entre otros.

Teniendo en cuenta el comportamiento de 4A como sonda Opticamente controlada
(Capitulo 3) y considerando sus propiedades mesomarficas (seccion 3.6.2) se decidié evaluar sus
caracteristicas interfaciales y su capacidad de interacciéon con una membrana modelo como es el

sistema Lipoids s75™,

4.2. Autoorganizacién en la interfase aire/liquido: Isotermas de Langmuir

8 T. Shang, K. A. Smith, T. A. Hatton, 'Photoresponsive Surfactants Exhibiting Unusually Large, Reversible Surface
Tension Changes under Varying lllumination Conditions' (2003) 19 Langmuir 10764.

9 A. S. Mikhailov, G. Ertl, 'Nonequilibrium Structures in Condensed Systems' (1996) 272 Science 1596.

10 R, Maget-Dana, 'The Monolayer Technique: a Potent Tool for Studying the Interfacial Properties of Antimicrobial
and Membrane- Lytic Peptides and their Interactions with Lipid Membranes' (1999) 1462 Biochim. Biophys. Acta,
Biomembr. 109.

11y, M. Kaganer, H. Mohwald, P. Dutta, 'Structure and Phase Transitions in Langmuir Monolayers' (1999) 71 Rev. Mod.
Phys. 779.

12 G. Brezesinski, H. Mohwald, 'Langmuir Monolayers to Study Interactions at Model Membrane Surfaces' (2003) 100
Adv. Colloid Interface Sci. 563.

13 A. Pulido-Companys, J. Ignes-Mullol, 'Thermodynamics and Mesoscopic Organisation in Langmuir Monolayers of an
Azobenzene Derivative' (2010) 352 J. Colloid Interface Sci. 449.

14 ). Crusats, R. Albalat, J. Claret, J. Ignes-Mullol, F. Sagues, 'Influence of Temperature and Composition on the
Mesoscopic Textures of Azobenzene Langmuir Monolayers' (2004) 20 Langmuir 8668.

15 A. Pulido-Companys, R. Albalat, J. Garcia-Amoros, D. Velasco, J. Ignes-Mullol, 'Supramolecular Chiral Azobenzene
Surfactants' (2013) 29 Langmuir 9635.
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Se analizaron comparativamente las isotermas o curvas de compresidn de las monocapas de
Langmuir tanto para la isoforma E del compuesto 4A (equilibrio fotoestacionario E:Z 95:5), como
para la isémero Z (equilibrio fotoestacionario E:Z 10:90) a 24 °C. Para ello se graficé el cambio en
la presion superficial () en funcién del area molecular promedio (MMA), o sea, el area o seccion
promedio que ocupa cada molécula en todo el area circunscripta entre las barreras de

compresion, en A% Esta técnica se desarrolla en forma detallada en el Capitulo 7, seccién 7.2.2.

En la Figura 4.1 se puede observar la exhibicion de mayores valores de presidn de colapso
por parte de 4A (E) (~53 mN/m) respecto de 4A (Z) (42 mN/m). Las Areas Media Moleculares
(MMA), determinadas para ambos isdmeros a los valores de maxima presiéon, fueron similares
para ambos (~23 + 2 A?/molécula), mostrando que a la presién de colapso, el grupo azobenceno
se ubicaria de forma perpendicular al plano de la superficie.l® Este valor se corresponde con
datos previamente publicados’, de un compuesto constituido por una cabeza con un grupo
hidroxilo unido a una molécula de dietilenglicol, y diferentes conectores entre el grupo
azobenceno vy la cabeza hidroxilica (CsazoOconectorE,OH). Ademas, es cercano al valor de area

de seccidn transversal de una cadena hidrocarbonada ~18 A2/molécula.’’
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Figura 4.1 A) Isotermas de Langmuir a 24°C, velocidad de compresién de 221 A2 mol'min™: 4A (E) (A), 4A
(Z) (A) y 3A (E) (o). B) Mddulo de compresibilidad de 4A (E) (A), 4A (Z) (A) y 3A (E) (e). Las flechas
indican el comienzo de la transicidn de fase. Las curvas mostradas fueron elegidas de un set de duplicados

que difieren en menos de 2 A2/molécula.

Con el objeto de comparar la influencia de la longitud de la cabeza en la autoorganizacion de

las moléculas en la interfase aire/liquido, se incluyé en este andlisis la isoterma de compresion

16 T, Seki, T. Fukuchi, K. Ichimura, 'Langmuir Monolayers of Azobenzene Derivative with a Urea Head Group' (1998) 71
Bull. Chem. Soc. Jpn. 2807.
17 G. L Gaines, Insoluble Monolayers at Liquid-Gas Interfaces, Interscience Publishers: New York (1966).
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del compuesto 3A (E) (E: Z 90:10), el cual tiene un grupo hidroxilo directamente unido al grupo
azobenceno. Se observd que las monocapas correspondientes a 4A (E) (A) y 3A (E) (e) se
comportaron de forma similar en solucién salina pHy™ 5.5 (Figura 4.1A). Ambas mostraron una
transicion de fase a valores bajos de presién superficial (m < 5 mN/m), colapsando a ~ 55 y 60
mN/m, respectivamente. Las monocapas de 3A (E) no mostraron signos de disminucién de la
presién después del colapso, evidenciando una alta estabilidad de la pelicula a 24 °C. Este efecto
se ha informado anteriormente en monocapas de azobencenos conteniendo alcoholes

18 y ha sido asociado con interacciones

polivinilicos y de azobencenos derivados de urea,
intermoleculares fuertes. En este caso, las interacciones m-stacking de los anillos aromaticos de
3A (E) serian maximas, debido a la menor repulsidn estérica ejercida por la cabeza, constituida
solo por un grupo hidroxilo directamente unido al grupo azobenceno. Las MMA en las
transiciones de fase fueron de 50 A2/molécula para 4A (E), y de 40 A2/molécula para 3A (E). Esto
podria deberse a que el grupo hidroxil trietilenglicol mas largo en el caso de 4A (E), ejerceria una

repulsién mas fuerte en comparacion con 3A (E), resultando en un MMA mas alto cuando se

produce la transicion de fase.

Como observamos en el capitulo anterior, 3A (E) tiene una reversion térmica
(fotoisomerizacion Z-E) muy rapida por lo cual el equilibrio fotoestacionario enriquecido en Z, no
fue medido en la interfase aire/agua. La curva de compresion de la monocapa de Langmuir de
4A (Z) mostré una pendiente suave sin transicién hasta colapsar. La conformacion tridimensional
de una geometria curvada en torno al grupo azobenceno, que adquiere 4A (Z), podria ser la
razon de tal comportamiento. Resultados similares para los isémeros E y Z han sido previamente
descriptos para otros anfifilos constituidos por azobencenos y correlacionados con la

organizacién supramolecular en la interfase aire/agua.'® %

Se evalué la solubilidad en la subfase para las peliculas formadas por 4A (E), 4A (Z) y 3A (E),
mediante la estimacidn de la tasa promedio de pérdida de area de la monocapa, al ser
mantenidas a una presidén superficial constante de 35 mN/m (Figura 4.2). Las peliculas
compuestas por 4A (E) y 3A (E) muestran después de 23 minutos, un promedio de pérdida de
area de 13% y 5% respectivamente, siendo aproximadamente de 28% para las monocapas de 4A

(Z). Este experimento evidencié una mayor solubilidad del isémero (Z) a presién elevada

18 M. K. Durbin, A. Malik, A. G. Richter, C. J. Yu, R. Eisenhower, P. Dutta, 'Ordered Phases in Langmuir Monolayers of an
Azobenzene Derivative' (1998) 14 Langmuir 899.

19 J.-M. Pedrosa, M. T. M. Romero, L. Camacho, D. Mobius, 'Organization of an Amphiphilic Azobenzene Derivative in
Monolayers at the Air—-Water Interface' (2002) 106 J. Phys. Chem. B, 2583.
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constante, en comparacion con los isémeros (E), lo cual puede ser explicado por el aumento del

momento dipolar del isémero Z.2°
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Figura 4.2 Estabilidad de monocapas de Langmuir a una presion superficial constante. Las areas ocupadas
por las monocapas conformadas por 4A (E) (A), 4A (Z) (A) y 3A (E) (e) fueron registradas a una presion
superficial constante de 35 mN/m en funcién del tiempo. En todos los casos las curvas experimentales

mostradas son representativas y difieren en menos del 2 % respecto a sus réplicas.

Las curvas de las monocapas de 4A (E) a 13 °C mostraron esencialmente las mismas
caracteristicas de colapso (MMA vy presién superficial) que las ya presentadas a 24 °C, sin
embargo, a 13 °C no se observé la transicion de fase en 50 A%/molécula (Figura 4.3). No
obstante, las monocapas a 13 °C fueron mas adecuadas para realizar los experimentos de BAM

debido a su mayor reproducibilidad.

20 B, Feringa, Photoswitchable Polypeptides. In Molecular Switches Ed.Wiley-VCH, Verlag GmbH, 399 (2001).
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Figura 4.3 Isotermas de Langmuir de 4A (E) a 13°C (0) y 24°C (A).

La monocapa de 3A (E) muestra un caracter condensado o sélido, evidenciado para valores
relativamente altos de Cs? (300 mN/m, Figura 4.1B), muy por encima de 5 mN/m.?! Para las
monocapas de 4A (E) se observé que la misma es menos compacta, con Cs* ~ 100 mN/m, lo que
sugiere un estado liquido cristalino a m>5 mN/m. La diferencia de los valores de Cs™ entre 4A (E)
y 3A (E) refuerza la idea de que 3A (E) formaria monocapas altamente condensadas debido a la
fuerte interaccion intermolecular, que no opera ni en las monocapas de 4A (E), ni en las de 4A

(Z) (Cs1~ 60 mN/m).

4.3 Visualizacién de autoorganizacion en la interfase aire/liquido: Microscopia de Angulo

de Brewster (BAM)

La Figura 4.4A muestra que 3A (E) presenta un caracter de tipo sdlido, detectandose
esferulitas positivas a baja presion superficial (<1 mN/m) caracteristicos de una mesofase de tipo
Hexatica 1%, la cual se pierde por encima de 5 mN/m. Comparativamente, se puede observar que
las monocapas 4A (E) (Figura 4.4B) y 4A (Z) (Figura 4.4C) estdn compuestas de fases altamente

reflectantes y micro-heterogéneas, que se asemejan a una fase condensada.

21 D.Rogez, L. G. Benguigui, P. Martinoty, 'Behavior of the Layer Compression Elastic Modulus Near, Above, and Below
a Smectic C-Hexatic | Critical Point in Binary Mixtures' (2005) 16 Eur. Phys. J. E: Soft Matter Biol. Phys. 193..
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Figura 4.4 Microfotografias BAM a 13 °C de (A) 3A (E), (B) 4A (E), y (C) 4A (Z). Las presiones superficiales
estan indicadas en cada foto (representativa de dos experimentos independientes). La escala de las barras

corresponde a 20 um.

Pedrosa y colaboradores? describieron el mismo comportamiento para un derivado
carboxilico de azobenceno, atribuyéndole estas caracteristicas a la tendencia de las colas
hidrofébicas de formar en la interfase aire/agua, agregados tipo H (conocidos como “cara a
cara”). En particular, 4A (E) muestra debajo de 3 mN/m la formacién de islas de fase expandida,
las cuales al ser expuestas a un incremento adicional de la presidon superficial, forman una
mesofase sélida uniforme, similar a la observada para 3A (E) (comparar las Figuras 4.4A y B cerca
de la presion de colapso). Estas mesofases organizadas fueron capaces de formar agregados
supramoleculares de tamafno mesoscopico, presentando una alineacion molecular regular con
alta birrefringencia, por lo cual, sus agregados pudieron ser detectados directamente usando

microscopia de luz polarizada. Es conocido que los isémeros E de los derivados azobencenos
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tienen una alta tendencia a formar agregados tipo H, tanto en estructuras cristalinas en solucién,

como en las monocapas, como se ha demostrado utilizando otras técnicas experimentales.?% 2%

22,23,24

Resultd interesante el andlisis de los experimentos de BAM de 4A (Z) (Figura 4.4C), al
observarse figuras con forma de gusano a medida que la presién superficial se incrementaba.
Estas formas pudieron visualizarse como calles brillantes en posicidon vertical, tornandose
oscuras en posicion horizontal, como consecuencia de su interaccién diferencial con la luz
polarizada, por lo cual es posible predecir que seria la misma estructura, observada en diferentes
planos de polarizacidn. En general, las fases de monocapas constituidas por moléculas
inclinadas, a menudo muestran un orden de largo alcance en la orientacion de la inclinacion,
dando lugar a una anisotropia éptica en el plano. La reflectividad de alto brillo observada por
BAM tras la compresion podria ser el resultado de la prominente geometria inclinada de 4A (2)

gue se mantiene cerca del colapso (Figura 4.5).

aire
interfase

agua

Figura 4.5 Modelos moleculares propuestos para la disposicion de 4A (E) (a); 4A (Z) (b); y 3A (E) (c) enla
interfase aire/agua cerca de la presion de colapso. Referencias atémicas: rojo (oxigeno), celeste (carbono),

azul (nitrégeno), blanco (hidrogeno).

22 G. Xu, K. Okuyama, M. Shimomura, 'Crystal Structures of H-Aggregate of Azobenzene-Containing Amphiphiles,
CsAzO0C8N*Br-

and CsAzoC10N*Br~' (1992) 213 Mol. Cryst. Lig. Cryst. Sci. Technol. Sect. A 105.

23 T .Kawai, J. Umemura, T. Takenaka, 'UV Absorption Spectra of Azobenzene-Containing Long-Chain Fatty Acids and
their Barium Salts in Spread Monolayers and Langmuir-Blodgett Films' (1989) 5 Langmuir 1378.

24 ). Maack, R. C. Ahuja, H. Tachibana, 'Resonant and Nonresonant Investigations of Ampbhiphilic Azobenzene
Derivatives in Solution and in Monolayers at the Air/Water Interface' (1995) 99 J. Phys. Chem. 9210.
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Las Figuras 4.6, 4.7 y 4.8 muestran las secuencias completas del set de microfotografias
obtenidos a las diferentes presiones superficiales crecientes para 3A (E), 4A (E) y 4A (2Z),

respectivamente.

0.2 mNim 03mNim | 0.3 mN/m

41mNim |~  36.0 mNim

Figura 4.6 Secuencia completa de microfotografias BAM de 3A (E) a 13 °C. Las presiones superficiales
estan indicadas en cada foto (representativa de dos experimentos independientes). La escala de las barras

corresponde a 20 um.
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2.8 mN/m

9.8 mNim 26.5 mN/m

Figura 4.7 Secuencia completa de microfotografias BAM de 4A (E) a 13 °C. Las presiones superficiales
estan indicadas en cada foto (representativa de dos experimentos independientes). La escala de las barras

corresponde a 20 um.

Figura 4.8 Secuencia completa de microfotografias BAM de 4A (Z) a 13 °C. Las presiones superficiales
estan indicadas en cada foto (representativa de dos experimentos independientes). La escala de las barras

corresponde a 20 um.
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4.4. Fotoisomerizacion de 4A en la interfase aire/liquido

En primer lugar, las monocapas de 4A (E) se mantuvieron a una presion superficial de 2
mN/m y 10 mN/m en experimentos independientes y, a continuacion, ambos sistemas se
dejaron equilibrar durante varios minutos. Luego, las monocapas fueron iluminadas con luz UV
durante 40 minutos. Cuando se detuvo la irradiacidon de luz UV, ambos sistemas se mantuvieron
en la oscuridad. Se detectd una disminucién en el MMA de 8 + 1y 6 + 1, respectivamente (Figura
4.9). El comportamiento observado ha sido previamente informado para otros azoanfifilos.'” 1
Se ha explicado considerando que en general las moléculas de los isomeros E de los azobencenos
poseen un momento dipolar cero mientras que las de los ismeros Z muestran un aumento de
alrededor de 4 Debye, en muchos casos.? Por lo tanto, el aumento del momento dipolar neto
molecular en la configuracidn Z, incrementaria su solubilidad en la subfase (medio acuoso), y la
pérdida de moléculas de 4A (Z) estaria reflejada en una reduccion del area de la monocapa. A
pesar que no pudimos cuantificar el porcentaje de fotoisomerizacién, estos resultados

demuestran que las monocapas de 4A (E) pueden ser perturbadas por exposicién a la luz UV.
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Figura 4.9 Fotomodulacidn de las monocapas de 4A (E) mantenidas a 2mN (V) y 10 mN/m (A). La figura
muestra curvas representativas de las areas iniciales de las monocapas registradas a presiones
superficiales constantes (2 y 10 mN/m, respectivamente) antes y después de la irradiacion con luz UV. Las

flechas indican el comienzo de la irradiacidn con luz UV.
4.5 Comportamiento interfacial de 4A integrado a una biomembrana modelo

El lipido comercial Lipoid s75™ fue elegido para ser utilizado como un biomimético de
membrana. Lipoid s75™ estd compuesto por un 9.8% de fosfatidiletanolamina y un 2.1% de
lisofosfatidilcolina; ademds también forman parte de su composicion los siguientes acidos

grasos: palmitico (17%—20%), estedrico (2%—5%), oleico (8%—-12%), linoleico (58%—65%) Yy
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linolénico (4%—6%).%> Debido a su complejidad estructural, es considerado un modelo adecuado

5™ inicialmente con el objetivo

de membrana bioldgica.?® Se evalué 4A integrado en Lipoid s7
de estimar la capacidad del anfifilo de mezclarse con una biomembrana modelo; para

posteriormente analizar la utilidad de 4A como sonda en membranas reales.
4.5.1 Monocapas de Langmuir de la mezcla entre 4A y un biomimético de membrana

Lipoid s75™ fue dispuesto en la interfase aire/agua, en estado puro y en mezclas separadas
con 4A (E) y 4A (Z) (20mol%). En todos los casos, las isotermas de compresidon mostraron una
pendiente suave de acuerdo a un comportamiento liquido expandido (LE) a presiones
superficiales bajas (véase el inserto de la Figura 4.10). El comienzo de una transicion LE-LC se
observa sélo para la mezcla con 4A (Z) a 12 mN/m, aproximadamente. El valor del médulo de
compresibilidad para Lipoid s75™ puro fue menor (~ 45 mN/m) que los valores de mdaxima
presion alcanzados por las monocapas formadas por las mezclas de Lipoid s75™/4A (E) y Lipoid
s75™/4A (Z), que fueron similares (~ 70 mN/m) (Figura 4.10). Este aumento denotaria que 4A
confirié a la membrana un caracter mas condensado, lo cual era esperable considerando la
rigidez molecular del azoanfifilo y su caracter de tipo sdélido en la interfase cuando se lo estudio
en forma pura. Curiosamente, por debajo de la concentracién utilizada de 4A (20% en moles), el
lipido no mostrd una variacidn significativa del comportamiento interfacial. Teniendo en cuenta
la complejidad del sistema, decidimos evaluar adicionalmente Lipoid s75™/4A en solucidn a fin

de detectar otros cambios en la membrana de Lipoid s75™, promovidos por la presencia de 4A.

25 M. Gibis, N. Rahn, J. Weiss, 'Physical and Oxidative Stability of Uncoated and Chitosan-Coated Liposomes Containing
Grape Seed' (2013) 5 Extract. Pharmaceutics 421.

26 T, Delmas, A. C. Couffin, P. A. Bayle, F. de Crecy, E. Neumann, F. Vinet, M. Bardet, J. Bibette, |. Texier, 'Preparation
and Characterization of Highly Stable Lipid Nanoparticles with Amorphous Core of Tuneable Viscosity' (2011) 360 J.
Colloid Interface Sci. 471.
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Figura 4.10 Mddulo de compresibilidad de una monocapa representativa compuesta por Lipoid s75/4A (E)
(80:20 mol %) (A), Lipoid s75/4A (Z) (80:20 mol %) (A), y Lipoid s75 puro (m), en funcién del
empaquetamiento molecular en la superficie. El inserto muestra las isotermas de compresion utilizadas
para calcular el médulo de compresibilidad. Las flechas indican el comienzo de la fase mas condensada.

Las curvas mostradas fueron elegidas de un set de duplicados que difieren en menos de 2 A2/molécula.
4.5.2 Fotoisomerizacion de membranas vesiculares mixtas

Con el objeto de estudiar la capacidad de 4A de perturbar una membrana modelo a través
de la fotoisomerizacién, fueron obtenidas membranas vesiculares de Lipoid s75™ solo y en
presencia de 4A (E), por el método de evaporacién - hidratacion.?’ Luego de la iluminacién con
luz UV de la mezcla Lipoid s75™/4A (E) en agua, se observd un cambio de color de amarillo a
anaranjado en la dispersién (similar al cambio de color detectado tras la iluminacion UV de 4A
(E) puro en cloroformo). La fotoisomerizacién de Lipoid s75™/4A procedié de manera similar a la
ocurrida para 4A puro en cloroformo (comparar Figura 3.2C, de la seccién 3.5.1, con Figura
4.11A). La posicion del maximo de absorcién de la transicion n-it * de 4A (E) centrada en 358 nm,
es caracteristica del mondémero (E), mostrando que el azoanfifilo estd bien mezclado entre los
lipidos, inhibiendo la formacién de agregados H en la biomembrana y permitiendo una
fotoisomerizacion completa.> ® Después de la iluminacién UV, el méaximo de absorcién
correspondiente a la transicion 1t - m * se desplazé a 323 nm, y la banda de la transicién n-nt * a
450 nm correspondiente al isomero (Z) aumento su intensidad. En este caso fue posible estimar
un equilibrio fotoestacionario significativamente alto Z:E (10:90), en comparacidn con resultados

previamente documentados, como por ejemplo, el sistema estudiado por Moss y lJiang,

27 A, Jesorka y O. Orwar, 'Liposomes: technologies and analytical applications' (2008) 1 Annual review of analytical
chemistry 801.
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conformado por un lipido iénico azobenceno de una Unica cadena de pseudo-glicerilo, integrado

en una membrana vesicular de fosfolipidos (35:65 en el equilibrio fotoestacionario).?®
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Figura 4.11 A) Espectro de Absorcidon UV-Vis de 4A antes (®) y después (A) de la irradiacion con luz UV en
la membrana vesicular. B) Representacidon esquemadtica de 4A (E) en amarillo y 4A (Z) en anaranjado

integrados en la biomembrana modelo.
4.5.3 Cambios fisicos de la membrana biomimética promovidos por 4A

Las dispersiones vesiculares mutilamelares?® descriptas anteriormente se observaron en un
microscopio Optico de luz polarizada, bajo polarizadores cruzados. Debido a la complejidad de
los sistemas, todos los experimentos de POM se realizaron a 25 °C, temperatura a la cual las
fases lamelares de PC son favorecidas.3® 3! En efecto, durante la dispersion de Lipoid s75™ puro
en agua se observo la formacion de figuras de mielina liotrdpicas, que son microestructuras
tubulares multilamelares®? (Figura 4.12A). Por otro lado, las mezclas de Lipoid s75™/4A (E) y
Lipoid s75™/4A (Z) mostraron dos patrones liotrépicos diferentes pero muy complejos, que se
asemejan a las mesofases de tipo laminar. Es importante destacar que la presencia de ambas
isoformas de 4A en la mezcla inhibid la formacidn de las figuras de mielina®® (Figura 4.12By C). A

5TM

este respecto hipotetizamos que la incorporacién de 4A a la estructura del Lipoid s75™ romperia

28 R, A. Moss, W. Jiang, 'Cis/Trans Isomerization in Azobenzene Chain Liposomes' (1995) 11 Langmuir 4217.

23 La fase lamelar se refiere generalmente al empaquetamiento de moléculas anfifilicas, de cabeza polar y cola
hidrocarbonada larga apolar, en un entorno polar. Se presenta como laminas de bicapas separadas entre si por el
solvente polar.

30V, Luzzati, T. Gulik-Krzywicki, A. Tardieu, 'Polymorphism of Lecithins' (1968) 218 Nature 1031.

31 ATardieu, V. Luzzati, F. C. Reman, 'Structure and Polymorphism of the Hydrocarbon Chains of Lipids: A Study of
Lecithin-Water Phases' (1973) 75 J. Mol. Biol. 711.

32|, Sakurai, Y. Kawamura, 'Growth Mechanism of Myelin Figures of Phosphatidylcholine' (1984) 777 Biochim. Biophys.
Acta, Biomembr. 347.

33 K. Peddireddy, P. Kumar, S. Thutupalli, S. Herminghaus, C. Bahr, 'Myelin Structures Formed by Thermotropic Smectic
Liquid Crystals' (2013) 29 Langmuir 15682.
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la estructura de mielina tubular propia del lipido, originando la formacién de pequefias ldminas
plegadas llamadas lamelas, que en algunos casos se repliegan sobre si mismas, tomando una

disposicidn circular que recibe el nombre de esferulita®* 3> (Figura 4.13).

34 p. Simard, D. Hoaraub, M. N. Khalida, E. Rouxa, J. C. Leroux, 'Preparation and in Vivo Evaluation of PEGylated
Spherulite Formulations' (2005) 1715 Biochim. Biophys. Acta, Biomembr. 37.

35 G. Lugito, E. M. Woo, 'Lamellar Assembly Corresponding to Transitions of Positively to Negatively Birefringent
Spherulites in Poly(ethylene Adipate) with Phenoxy' (2013) 291 Colloid Polym. Sci. 817.
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Figura 4.12 Micrografias POM (polarizadores cruzados) de una dispersién de la membrana vesicular a 25°C
de A) Lipoid s75 ™ puro, B) mezcla de Lipoid s75 ™/4A (E) (80:20 mol%), C) mezcla de Lipoid s75 ™/4A (2)

(80:20 mol%). Todas las dispersiones fueron realizadas a una concentracion de 2.8 mg/ mL.
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A

eg%%

B Lamela Region amorfa

Figura 4.13 Esquema modelo de una esferulita. A) Etapas de formaciéon que permiten apreciar el
plegamiento de las lamelas. B) Esferulita madura mostrando la disposicion de las lamelas entre las

regiones amorfas. Las flechas negras indican la direccidn de la alineacién molecular.3®

Los experimentos de DSC realizados a las membranas vesiculares multilamelares puras de
Lipoid s75™, mostraron una temperatura de transicidon no cooperativa (Tm) de ~ 58 °C (Figura
4.14B), que en presencia de 20% en moles de 4A (E), se incrementd a 100 °C (Figura 4.14C),
evidenciando que 4A (E) transfiere su rigidez estructural al sistema lipidico. Después de la
iluminacidn con luz UV, el valor de Tm fue desplazado a ~ 80 °C (Figura 4.14D), concluyendo que
la disminucion de la temperatura de transicion térmica que induce 4A (Z) se deberia a la
geometria curvada del isémero Z. Probablemente, ambos isémeros 4A (E) y 4A (Z) se insertan
con su cabeza hidroxilica longitudinal cerca de la cabeza lipidica polar y parcialmente inmovilizan
aquellas regiones de las cadenas hidrocarbonadas mas préximas a los grupos polares de las
cabezas, efecto similar al estimado en la interaccidn del colesterol con los lipidos. Asimismo, los
picos anchos obtenidos por DSC no permiten un cdlculo preciso de los pardmetros

termodinamicos, sin embargo, evidencian que la transicidn es no cooperativa, lo que es

36 Materialscientist - Own  work (transfer my upload from en.wiki), CC BY-SA 3.0,
https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=16445820
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esperable para sistemas complejos, como el Lipoid s75™.3’ Sumado a ello, recientemente se
describié que en las fases de gel inclinadas (tilted), tienden a formarse espontdneamente figuras
complejas, incluso en membranas que contienen sélo un componente lipidico singular, dando

lugar a transiciones no cooperativas durante ese proceso.®
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Figura 4.14 Termogragramas de DSC. Desde abajo hacia arriba: (A) 4A sélido*; (B) dispersiéon multilamelar
vesicular de Lipoid s75; (C) dispersion tipo laminar de la mezcla Lipoid s75/4A (E) (80:20 mol %); (D)
dispersion tipo laminar de la mezcla Lipoid s75/4A (Z) (80:20 mol %). Todas las dispersiones fueron
realizadas a una concentracion de 2.8 mg/mL. * Transiciones de mesofases: Cr-SmC a 91.67 °C (AH = 88.10
Jg71); SmA-SmC-I a 107.28 °C (AH = 33.77 J g™Y). El comportamiento termotrdpico de 4A puro se describié

en la seccién 3.6.2.

37 R. Mc. Elhaney, 'The Use of Differential Scanning Calorimetry and Differential Thermal Analysis in Studies of Model
and Biological Membranes' (1982) 30 Chem. Phys. Lipids 229.

38 L. S. Hirst, A. Ossowski, M. Fraser, J. Geng, J. V. Selinger,'R. L. B. Morphology Transition in Lipid Vesicles due to in
Plane Order and Topological Defects'(2013) 110 Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 3242.

73



Capitulo IV: Comportamiento interfacial e interaccion con biomembrana de 4A

4.5.4 Penetracion en una membrana modelo: monocapas de Gibbs

El paso final hacia el analisis del potencial uso de 4A como molécula apta para el fotocontrol
de forma remota en membranas reales, es el estudio de la capacidad de penetrar una monocapa
altamente compacta. Con este fin, se obtuvieron monocapas de Gibbs de 4A (E) y 4A (Z) en una
superficie libre para evaluar el aumento de la presion superficial tras inyectar por debajo de la
subfase el correspondiente isémero.!® Las presiones alcanzadas fueron ~ 25 mN/m para 4A (E) y
20 mN/m para 4A (Z), a una concentracion de 3,20 uM y 6,39 uM, respectivamente (Figura
4.15A). Asimismo, al analizar el comportamiento de penetraciéon de 4A (E) y 4A (Z) en una
monocapa preformada de Lipoid s75™, se observd que ambos isémeros fueron capaces de
penetrar en la monocapa lipidica a todas las presiones superficiales iniciales testeadas (Figura
4.15B). Los valores reportados son para monocapas separadas, de diferentes presiones
superficiales iniciales, obtenidos tras la adicion de 4A (E) y 4A (Z), respectivamente. Marsh ha
demostrado que la mejor correspondencia entre las propiedades de las bicapas lipidicas
sintéticas puras y las de las membranas biolégicas, debido a la gran diversidad de estas ultimas,
se obtiene cuando se trabaja con monocapas a una presion superficial de 30-35 mN/m.3® Mas
recientemente, se demostrd la equivalencia entre bicapas y monocapas de lipidos puros
mediante microscopia de fluorescencia por excitacion de multifotén.*® Los autores informaron
que la equivalencia monocapa-bicapa es factible cuando la presidn lateral de la monocapa es de
26-28 mN/m y de 28-31 mN/m para DOPC y DPPC, respectivamente. Nuestros experimentos
mostraron que 4A (E) penetra en la monocapa lipidica hasta una presion maxima extrapolada de
~ 37 mN/m, mientras que 4A (Z) alcanza el valor maximo de corte a ~ 43 mN/m. Los valores
maximos extrapolados obtenidos estdn en el rango de otras moléculas con capacidad de
penetracidn, como la &-lisina (33 mN/m) y la melitina (43 mN/m), ambos valores observados en

su interaccion con una biomembrana lipidica reconstituida de eritrocitos de oveja.*

39 D, Marsh, 'Lateral Pressure in Membranes' (1996) 1286 Biochim. Biophys. Acta, Rev. Biomembr. 183.

40 J. Brewer, J. B. De la Serna, K. Wagner, L. A. Bagatolli, 'Multiphoton Excitation Fluorescence Microscopy in Planar
Membrane Systems' (2010) 1798 Biochim. Biophys. Acta, Biomembr. 1301.

41 M. Bhakoo, T. H. Birkbeck, J. H. Freer, 'Interaction of Staphylococcus Aureus Delta.-Lysin with Phospholipid
Monolayers' (1982) 21 Biochemistry 6879.
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Figura 4.15 (A) Monocapas de Gibbs de 4A (E) (A) y 4A (Z) (A) formadas por adsorcién a una subfase
descubierta de aire / solucion salina. Las curvas son representativas de tres experimentos desarrollados en
series independientes. Las flechas indican el tiempo de inyeccion en la subfase de 4A (E) (negro) y 4A (Z)
(gris), respectivamente. (B) Valores de corte extrapolados de curvas de penetracién de 4A (E) (A) y 4A (2)
(A) en monocapas de Lipoid s75 a diferentes presiones superficiales iniciales (mN/m). Los resultados
representan el promedio de dos experimentos independientes. La concentracion de la subfase final fue de

3.20 uM para 4A (E) y 6.39 uM para 4A (Z).

Se ha informado previamente que la capacidad de penetracion de los anfifilos depende del
tamafio del agregado.*” ** Nuestros resultados sugieren que las moléculas de 4A (Z) forman
agregados mas pequefios que los del 4A (E) a las concentraciones evaluadas y, por lo tanto, el
equilibrio superficie-subfase es mejor. Estos resultados, sumados a los altos valores de corte
obtenidos en las monocapas de Gibbs, muestran que 4A se comporta como un potencial agente
penetrador de membranas preformadas, siendo promisoria su utilizacion en una membrana

celular.
4.6 Conclusion

En conclusién, se proporciond evidencia experimental de que 4A es una molécula capaz de
ser controlada dpticamente en la interfase aire/liquido, en forma pura y en mezclas con Lipoid
s75™ (Figura 4.16). La organizacién supramolecular del anfifilo 4A puro en la interfaz
aire/liquido es compleja, y serd estudiado mas profundamente a través de experimentos de

formacion de peliculas de Langmuir-Blodgett. Pudimos determinar que 4A se integra

42 M. Mottola, N. Wilke, L. Benedini, R. G. Oliveira, M. L. Fanani, 'Ascorbyl Palmitate Interaction with Phospholipid
Monolayers:

Electrostatic and Rheological Preponderancy' (2013) 1828 Biochim. Biophys. Acta, Biomembr. 2496.

43 L. Benedini, M. L. Fanani, B. Maggio, N. Wilke, P. Messina, S. Palma, P. Schulz, 'Surface Phase Behavior and Domain
Topography of Ascorbyl Palmitate Monolayers' (2011) 27 Langmuir 10914.
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adecuadamente en un modelo de biomembrana complejo, como Lipoid s75™. La presion
superficial del colapso de la biomembrana sola (40 mN/m) fue similar a la de las mezclas con
ambos isdmeros de 4A (20 mol%); sin embargo, se detecté un aumento de 25 mN/m de Cs* en
presencia de 4A, mostrando que la membrana lipidica presenta un caracter mas condensado en
la mezcla. Es importante destacar, que en la compleja mezcla de lipidos la fotoisomerizaciéon £ -
Z de 4A procedid de manera eficaz bajo las condiciones de luz establecidas. Ademas pudo
inferirse que el area de la seccidn transversal de la cabeza de hidroxil trietilenglicol de 4A
inhibiria la formacion de los agregados tipo H (caracteristicos de los azobencenos) en la
biomembrana modelo. Debido a esto, el cambio de conformacién de las colas inducido por la
fotoisomerizacidon se transferiria eficientemente a los lipidos, pudiendo asi controlar por

fotomodulacidn las propiedades fisicas de los constituyentes de la membrana.
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Figura 4.16 Fotocontrol de la biomembrana Lipoid s75™ promovido por 4A.

Los experimentos de DSC y POM mostraron que la fotoisomerizacion E = Z en la mezcla de
lipidos indujo cambios térmicos y morfoldgicos que condujeron a la obtencién de un sistema
mas rigido, como pudo observarse a través del estudio de las monocapas de Langmuir,
dependiendo de las condiciones de iluminacién del sistema. Probablemente, ambos isémeros de
4A se insertan con su cabeza hidroxilica larga cerca de la cabeza polar de los lipidos y en parte,
inmovilizan aquellas regiones de las cadenas hidrocarbonadas mas préximas a estos grupos
polares, efecto similar al ejercido por el colesterol. Una mejor comprensién de este

comportamiento requerira la evaluacion de 4A con lipidos puros. Finalmente, ambos isémeros
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4A (E) y (Z) fueron capaces de penetrar en una biomembrana altamente empaquetada,
mostrando su potencial como sondas externas en sistemas reales. Estos resultados son
promisorios para la potencial utilizacién de 4A en el fotocontrol de la translocacién de otras

moléculas a través de membranas lipidicas.*

44°S, C. Sebai, D. Milioni, A. Walrant, I. D. Alves, S. Sagan, C. Huin, L. Auvray, D. Massotte, S. Cribier, C. Tribet,
'Photocontrol of the Translocation of Molecules, Peptides, and Quantum Dots through Cell and Lipid Membranes
Doped with Azobenzene Copolymers' (2012) 51 Angew. Chem., Int. Ed. 2132.
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Capitulo V: Sintesis de nanovesiculas funcionales de 4A

5.1 Planteamiento y Disefio

Las técnicas de autoensamblado dirigido han surgido como una estrategia poderosa para
obtener sistemas funcionales, controlados por las condiciones del proceso de sintesis.! En
general, una de las técnicas mas sencilla para obtener estos sistemas o materiales avanzados es
la técnica de Autoensamblado Controlado por Evaporacion (EISA).2 Originalmente, esta técnica
consiste en la evaporacion controlada del disolvente bajo rotaciéon a vacio, permitiendo la
concentracién del anfifilo y la formacion de una fina mesoestructura organizada en una pelicula
organica homogénea. Una vez que la pelicula delgada se hidrata a la temperatura de transicion
del anfifilo, puede producirse la formacién de nanoestructuras en el agua. Mediante esta
metodologia, se construyen sistemas vesiculares tales como liposomas y niosomas.® Sin
embargo, al momento de obtener vesiculas que respondan a la luz como estimulo, del tipo
fotoliposomas, se ha empleado una combinacién de lipidos y derivados de azobenceno.* Si, bien
en literatura hay ejemplos de micelas fotomodulables basados en dendrones con grupos
azobencenos® y de vesiculas fotomodulables basados en azobencenos con una cola polar de 4
atomos de carbono®, ambos sistemas se construyen a partir de la autoorganizacidn espontanea
de estos anfifilos en agua, normalmente a concentraciones muy bajas, limitando asi su
utilizacion en sistemas reales. El principal problema se debe a la baja CAC de estos sistemas, por

ser de naturaleza hidrofébica. Después de una extensa busqueda bibliografica, no hemos

1a) J. L. Jimenez Blanco, at.at., 'Trehalose-based Janus cyclooligosaccharides: the “Click”” synthesis and DNA-directed
assembly into pH-sensitive transfectious nanoparticles' (2016) 52 Chem. Comm. 10117. b) A. Nikoubashman, V. E. Lee,
C. Sosa, R. K. Prud’homme, R. D. Priestley y A. Z. Panagiotopoulos, ' Directed Assembly of Soft Colloids through Rapid
Solvent Exchange' (2016) 10 ACS Nano 1425. c) M. D. Kim, S. A. Dergunov, E. Pinkhassik, 'Directed Assembly of Vesicle-
Templated Polymer Nanocapsules under Near-Physiological Conditions' (2015) 31 Langmuir 2561.

23a) C. J. Brinker, Y. Lu, A. Sellinger y H. Fan ' Evaporation-Induced Self-Assembly: Nanostructures Made Easy' (1999) 11
Adv. Mater. C. 579. (b) D. Grosso, F. Cagnol, G. J. de A. A. Soler-lllia, E. L. Crepaldi, H. Amenitsch, A. Brunet-Bruneau, A.
Bourgeois y C. Sanchez, 'Fundamentals of mesostructuring through evaporation-induced self-assembly' (2004) 14 Adyv.
Funct. Mater 309; (c) W. Han y Z. Lin, ' Learning from “Coffee Rings”: Ordered Structures Enabled by Controlled
Evaporative Self-Assembly' (2012) 51 Angew. Chem. Int., 1534.

3 a) F. M. Menger y K. Gabrielson, 'Cytomimetic organic chemistry: early developments' (1995) 34 Angew. Chem. Int.
Ed. 2091. b) P. Walde, H. Umakoshi, P. Stano y F. Mavelli, 'Emergent properties arising from the assembly of
amphiphiles. Artificial vesicle membranes as reaction promoters and regulators' (2014) 50 Chem. Commun. 10177. c)
S. Gupta, R. Tyagi, V. Parmar, S. Sharma y R. Haag, ' Polyether based ampbhiphiles for delivery of active components'
(2012) 53 Polymer 3053. d) E. Soussan, S. Cassel, M. Blanzat y I. Rico-Lattes, 'Drug delivery by soft matter: matrix and
vesicular carriers' (2009) 48 Angew. Chem. Int. Ed. 274.

4 Z.-K. Cui, T. Phoeung, P.-A. Rousseau, G. Rydzek, Q. Zhang, C. G. Bazuin y M. Lafleur, 'Nonphospholipid Fluid
Liposomes with Switchable Photocontrolled Release' (2014) 30 Langmuir 10818.

5 Haag et.al. 'Photoresponsive amphiphiles based on azobenzene-dendritic glycerol conjugates show switchable
transport behavior' (2011) 47 Chem. Comm. 6584.

6 T. Shang, K. A. Smith, T. A. Hatton, 'Self-Assembly of a Nonionic Photoresponsive Surfactant Under Varying
Irradiation Conditions: A Small-Angle Neutron Scattering and Cryo-TEM Study' (2006) 22 Langmuir 1436.
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encontrado un reporte de autoensamblaje dirigido de derivados de azobenceno pequefios

puros en agua, ni de otros sistemas .

En los capitulos anteriores, hemos demostrado que el compuesto 4A eficientemente
fotomodula la compresibilidad, la transicién térmica y la morfologia de una membrana modelo
como el Lipoid s75™. Asimismo, esta molécula tiene una serie de propiedades estructurales y
fisicas que lo hacen ideal para utilizarlo como molécula funcional por si misma (Figura 5.1) y

obtener por primera vez vesiculas no-idnicas de azocompuestos funcionales o azoniosomas

puros.
A MOLECULA FUNCIONAL= C,,0Az0E;OH
NN NN N /@“ C o
v O N\
COLA CUERPO " CABEZA
B
MOLECULA ENSAMBLAJE FUNCION
¢ \ .
2 EISA ai
ESTIMULO T g l
} i./
MOLECULA .
TRANSPORTADA

Figura 5.1 A) Azobenceno no idnico fotosensible empleado en este estudio como molécula funcional. B)
llustracién de las vesiculas fotomodulables hipotéticamente obtenidas por ensamblaje dirigido de una

molécula funcional.
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En primer lugar, la longitud de la cabeza es apropiada ya que aumentaria el nimero minimo
de agregacion, para el cual la formacidn de vesiculas estaria geométricamente permitida.’
Segundo, la cola hidrofébica de 12 carbonos favoreceria la formacién de la bicapa.” Tercero,
hemos demostrado que 4A forma una mesofase Esméctica C, la cual fue confirmada
recientemente por RDX.® Finalmente, en la interface, hemos demostrado (seccién 4.2.1) que el
modulo de compresibilidad de 4A puro, es decir la elasticidad de flexidon (bending elasticity),
disminuye desde 100 mN/m en la conformacion (E) hasta circa 60 mN/m luego de la
transformacién E-Z promovida por la luz. En otras palabras, el cambio efectivo en el drea de
seccion de 4A debido a la fotoisomerizacién, conlleva a un cambio substancial de las
propiedades interfaciales y probablemente este cambio ocurra también en la solucién en el

estado agregado.’

Por estas caracteristicas, hipotetizamos que la direccion del autoensamblado de 4A
utilizando EISA nos permitiria obtener azovesiculas puras en agua. Si este compuesto fuera capaz
de formar una mesofase liotrépica lamelar en un solvente orgénico, como cloroformo®, y luego
de la evaporacién a temperatura ambiente, fuese posible transferir estas laminas al medio
acuoso, debido a la curvatura y al efecto hidrofébico, podrian formarse vesiculas de 4A en agua,

de manera similar a lo que ocurre con los lipidos en el caso de la sintesis de liposomas.

5.2. Comportamiento liétropico: breve introduccién y descripcion del Método de

Penetracion de Lawrence

Muchos compuestos anfifilicos, presentan comportamiento LC no solo por efecto de Ila
temperatura sino tambien en presencia de diferentes solventes. A este comportamiento dual se
lo define como anfitréfico. Teniendo en cuenta la naturaleza anfifilica del compuesto 4A, es
posible que presente ademdas de sus caracteristicas de LC termotrdpico (Seccién 3.6.2), un

comportamiento LC en presencia de solvente, es decir, que sea también un LC liotrépico.

En general, aquellos compuestos que al dispersarse en un solvente presentan caracteristicas
intermedias entre su estado sélido cristalino y su estado liquido desordenado son considerados

LC liotrépicos. En un cierto rango de temperatura o a una temperatura fija, este tipo de cristales

7a) J. Israelachvili, J. Mitchell y B. Ninham, 'Theory of self-assembly of lipid bilayers and vesicles' (1977) 470 Biochim.
Biophys. Acta, Biomembr. 185. b) T. Kunitake y T.Y. Okahata, (1977) 99 J. Am. Chem. Soc. 3860.

8 X. Tan, R. Zhang, C. Guo, X. Cheng, H. Gao, F. Liu, J. R. Bruckner, F. Giesselmann, M. Prehm and C. Tschierske,
'Amphotropic azobenzene derivatives with oligooxyethylene and glycerol based polar groups' (2015) 3 J. Mater.
Chem. C 11202.

9 M. Lee y Y-S Yoo, ' Supramolecular organization of block oligomers based on rod-shaped mesogen into liquid
crystalline assembly' (2002) 12 J. Mater. Chem. 2161.
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liquidos se forman por efecto del solvente en un determinado intervalo de concentracién.'® Asi,
normalmente el diagrama de fases de un compuesto que presenta el comportamiento de cristal
liguido liotrépico varia principalmente en funcidn de su concentracién en un determinado

disolvente.

Para analizar las diferentes transiciones de fase de un sistema liotrdpico!* de manera simple,
rapida y utilizando pequefias cantidades de material, se utiliza el método de penetracién de

12,13 que permite detectar varias fases en un Unico experimento. Este método consiste

Lawrence,
en la determinacion de las fases presentes en sistemas formados por la dispersion de un anfifilo
en un solvente particular a una temperatura establecida en un porta y cubre y utilizando un

microscopio de luz polarizada. El ensayo se realiza siguiendo los siguientes pasos (Figura 5.2):
1-Colocar el anfifilo entre un porta y un cubre objeto.

2-En el caso de que el anfifilo sea sélido, fundirlo y dejarlo enfriar de manera de homogeneizar la

muestra y obtener bordes nitidos.

3-Agregar una gota de solvente en el borde del cubre objeto, de manera de lograr que se ponga
en contacto con la muestra por capilaridad. El solvente entra y difunde lentamente produciendo
un gradiente de concentracidn creciente del surfactante hacia el centro de la muestra que
permite observar todas las transiciones de fases posibles para ese surfactante a la temperatura

de trabajo.

o

1 2

lad

Figura 5.2 Pasos para la preparacién de la muestra. Método de penetracion de Lawrence.

10 G, Burducea, 'Lyotropic liquid crystals I. Specific structures' (2004) 56(1) Romanian Reports in Physics 66.

11 G. Ungar, X. Zeng, ' Frank—Kasper, quasicrystalline and related phases in liquid crystals' (2005) 1, Soft Matter 95.

12 3) F. Rosevear, 'Liquid crystals: The mesomorpic phases of surfactant compositions.' (1968) 19 Journal of the Society
of Cosmetic Chemists 581. b) E. S. Blackmore y G. J. T. Tiddy,' Phase behaviour and lyotropic liquid crystals in cationic
surfactant—water systems' (1988) 84 J. Chem. Soc. Faraday Trans. 2, 1115.

13G.Persson, 'Amphiphilic Molecules in Aqueous Solution. Effects of some Differernt Counterions. The
Monoolein/Octyglucoside/Water System. Doctoral Thesis." (2003) Umed University and Mid Sweden University,
Sweden, 15.
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Las mesofases se manifiestan como una serie de anillos que exhiben texturas caracteristicas
al ser observadas por POM, que se pueden usar para su identificacion.'* ¥ Las mesofases
anisdtropas son rapidamente identificadas por sus texturas tipicas, mientras que las fases isétropas
son mas dificiles de identificar. La ventaja de esta técnica es la poca cantidad de muestra que
empleay la rapidez con que se puede predecir un diagrama de fase temperatura vs composicion. La

desventaja es que desconocemos la concentracién exacta a la que se forma la mesofase.

Lawrence define también la temperatura de penetracion, Tpen, cOmo la minima temperatura
para la formacién de una mesofase particular.'® Si bien los sistemas estudiados por esta técnica
han sido mayormente de cardacter idnico'’, fueron reportadas algunas caracterizaciones dpticas

de sistemas polifasicos de surfactantes no idnicos.!81% 20.21
5.2.1 Caracterizacion del comportamiento liotrépico y observacion morfoldgica de 4A

Se llevd a cabo el método de penetracién de Lawrence para el anfifilo 4A utilizando como
disolvente cloroformo, a una temperatura de 25°C. En la Figura 5.3 se observa la micrografia
obtenida por POM de la difusion del solvente por la derecha de la muestra. Se evidencié un
comportamiento polimérfico para 4A en las condiciones del ensayo, observandose
secuencialmente de derecha a izquierda: fase hexagonal inversa, fase cubica, y fase laminar tipo

pre-esméctica.?

14 F.B. Rosevear, ' The microscopy of the liquid crystalline neat and middle phases of soaps and synthetic detergents'
(1954) 31 J. Am. Oil Chem. Soc. 628.

15 K. Rendall, G..T. Tiddy, M.A. Trevethan, 'Optical microscopy and nuclear magnetic resonance studies of
mesophases formed at compositions between hexagonal and lamellar phases in sodium n-alkanoate + water mixtures
and related surfactant systems' (1983) 79 J. Chem. Soc. Faraday Trans. | 637.

16 Lawrence, A.S.c, en Liquid Crystals, Brown G.H., ed.Gordon & Breach, London, vol. 1 p.1 (1969).

17 a) KM McGrath, CJ Drummond, ' Polymerisation of liquid crystalline phases in binary surfactant/water systems'
(1996) 274(4) Colloid Polym Sci 316. b) K.C. Gouden, P. Ganguli, G.J.T. Tiddy, ' Lyotropic mesophase structure in the
system 2-ethylhexyloxy propionate—water' (1992) 96 J. Phys. Chem. 4627. c) N.H. Hartstone, A. Stuart, Crystals and the
polarizing Microscope, Arnold, London (1970). d) S. Fuller, J. Hopwood, A. Rahman, N. Shinde, G.J.T Tiddy, G.S.
Attard, O. Howell, S. Sproston, (1992) 12(3) Liquid Cryst. 521. e) A.Faure, J. Lovera, P. Grégoire, C. Chachaty, (1985)
82(7/8) J. Phys. Chem.779. f) H.D. Dérfler, M. Knape, (1993) 30(3) Tenside Surf. Det. 196.

18 K.S. Narayan, N. Shinde, G.).T. Tiddy, 'Studies on sodium ricinoleate. 2. Lyotropic liquid crystals in the sodium
ricinoleate/water system' (1992) 96 J. Phys. Chem. 5165.

19 N. Pietschman , A. Lunow, G. Brezesinski , C. Tschierske , F. Kuschel, H. Zaschke, ' The first liquid crystalline diol
compound which exhibits nematic, smecticA+, and smecticC+ mesophases in the presence of water' (1991) 269 Colloid
Polym. Sci. 636.

20 F, M. Menger, N. Bakchander, E. Van de Linden, (1991) 113 J. Am. Chem. Soc. 1519.

21 Gray, P.A. Winsor, Liquid Crystals and Plastic Crystals, Eds. Horwood, Chichester (1975).

22 H, Butt y M. Kappl, Surface and Interfacial Forces, Wiley-VCH, pag 293 (2010).
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Figura 5.3 Obtencion de muestra multifasica laminar de 4A por el test de penetraciéon de Lawrence (POM).

El cloroformo difunde de derecha a izquierda.

Considerando que es un método cualitativo, se llevd a cabo una técnica complementaria
para confirmar la presencia de la mesofase lamelar liotrépica a alta concentracién. Esta técnica
consiste en la formacion de un film por evaporaciéon a temperatura ambiente. Se colocd una
alicuota de una solucion de 4A en cloroformo (19 mM) sobre vidrio no tratado y se dejo
evaporar el solvente a temperatura ambiente bajo campana. Se confirmé la formacién de la

misma fase lamelar anteriormente formada a través de POM.

5.3. Determinacion de la Concentracion de Agregacion Critica (CAC)

Como la mayoria de los anfifilos aromaticos no idnicos, 4A presentd extremadamente baja
solubilidad en agua a temperatura ambiente. Se decidié determinar la CAC, definida como la
concentracién por encima de la cual las moléculas se organizan en agregados supramoleculares.
Para ello se determind inicialmente la temperatura de Krafft, conocida como la temperatura
limite a partir de la cual puede ocurrir el fendmeno de agregacion. Se utilizé DLS a temperatura
variable, y espectroscopia UV-Vis para ambas determinaciones (Figura 5.4). La temperatura de

Krafft obtenida fue 70°Cy la CACy¢c determinada fue 0,35 uM.
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Figura 5.4. (A) Punto de Krafft calculado por DLS. Kilo cuentas por segundo (Kcps) como promedio de la
tasa de cuentas (intensidad de dispersion media) en funcion de la temperatura. (B) CAC obtenida a partir
de la correlacion de las técnicas DLS y Uv-Vis. La barra gris indica la regién de la concentracion de

agregacion critica.
5.4 Sintesis de agregados por la técnica EISA

El hecho que 4A forme mesofase lamelar luego de evaporar el cloroformo, junto a su escasa
solubilidad en agua a temperatura ambiente, convierten a este compuesto en una excelente
molécula para formar vesiculas puras utilizando EISA, metodologia convencional para la
formacion de liposomas con lipidos naturales. Asi, se promoveria la organizacién molecular de

4A partir de la obtencién de un film delgado (Esquema 5.1) a temperatura ambiente.

4A

- \/ LA ¥ 4 = “ /5 &

SOLUCION
ORGANICA LC FILM HIDRATACION ENSAMBLADO

Esquema 5.1 Protocolo esquematico de EISA: a) eliminaciéon del solvente via rotavapor para formar una
pelicula de cristal liquido homogéneo, b) hidratacion bajo calefaccién (70°C) a la temperatura de Krafft, c)

agitacion y subsecuente envejecimiento por 2 dias a 4°C.

Mediante esta metodologia, a medida que el liquido fluye fuera de la linea de contacto
posibilita la deposiciéon uniforme del soluto sobre el fondo redondo de vidrio. La pelicula del
anfifilo se seca completamente para eliminar el disolvente organico residual colocando el balén
en una bomba de vacio durante la noche. Las etapas siguientes fueron: hidratacién a la

temperatura de Krafft determinada para 4A (70 °C), seguida de vigorosa agitacion. De esta
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manera, las ldminas de anfifilo hidratadas se separan de la superficie del balén durante la
agitacién y se cierran sobre si mismas para evitar la interaccién del agua con el grupo central
azobenceno vy la cola hidrocarbonada, formando grandes vesiculas multilaminares (MLV).2® La
estructura de las MLV, analoga a la de una cebolla, presenta multiples bicapas concéntricas
separadas entre si por una capa de agua (Figura 5.5). El espacio entre las capas esta determinado
por la composicién, con capas de polihidratacion que estdn mas juntas que las capas que se

separan en base a la repulsién electrostatica.?

Anfifilo
—€— Cabeza polar

—«— Cola apolar

o~

water %
MLV 0§§
—

water
Bicapa lipidica

LUV
Suv

Q
Sies Oo()

Figura 5.5 Representacidn esquematica de los diferentes tamafios vesiculares. MLV: 100-5000nm; LUV:

60-500nm; SUV: menor a 60 nm.

En literatura hemos encontrado que es posible producir una suspensidn estable de vesiculas
unilamelares gigantes (GUV) a partir de las MLV obtenidas por incubacion/afiejamiento durante
dos dias a 4 °C,%” por lo que llevamos a cabo este protocolo y observamos la presencia de
pequefias nubes densas de vesiculas detectadas a simple vista. La reduccién del tamafio es
posible utilizando sonicacion o energia mecdnica (extrusidn). En este caso utilizamos sonicacion
para obtener una suspension de vesiculas que caracterizamos por DLS y técnicas microscdpicas
(mirar secciones 5.5.2 y 5.6.2) de tamafios entre 60 a 200 nm. La dispersion de color amarillo

palido del anfifilo 4A puro fue estable en el tiempo. Se intentd usar extrusion, sin éxito, ya que

23 Jr. Frank Szoka y Demetrios Papahadjopoulos, 'Comparative Properties and Methods of Preparation of Lipid Vesicles
(Liposomes)', (1980) 9 Ann. Rev. Biophys. Bioeng. 467.

24D, D. Lasic 'Liposomes in Gene Delivery', CRC Press LLC, (1997).

25 D. Needham, T.J. McIntosh y E. Evans. 'Thermomechanical and transition properties of
dimyristoylphosphatidylcholine/cholesterol bilayers.' (1988) 27 Biochemistry 4668.
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se generaban vesiculas mds grandes. No podemos explicar este comportamiento por el

momento.
5.5 Caracterizacion morfolégica de los agregados
5.5.1 Caracterizacion de las vesiculas gigantes de 4A

Las MLV obtenidas inicialmente por EISA fueron centrifugadas, el precipitado se colocé entre
porta y cubre objetos de vidrio y se observé por POM. La birrefringencia caracteristica de las
fases laminares se detecté por microscopia dptica. La fase laminar se observd entre polaroides
cruzados en el microscopio Optico con los polarizadores orientados en la direcciones x e v,
respectivamente. Pudo visualizarse la mesofase lamelar altamente birrefringente y estructuras
globulares multilaminares hacia los bordes, las cuales se notan isotrdpicas debido a que se

ubican perpendicularmente al eje éptico (Figuras 5.6B).

Figura 5.6 Dispersidn en agua de agregados vesiculares de 4A (E) a 25°C, 0.5 mM aproximadamente; A)
Microfotografia dptica.B) Microfotografia dptica entre polarizadores cruzados. En ambas, las flechas

indican las vesiculas multilaminares.

Las vesiculas gigantes también fueron analizadas por SEM y DLS, evidencidndose tamafios
entre 1 y 10 um de didmetro. También se pudo observar el interior vacio (Figura 5.7A)
confirmando que son vesiculas y no nanoparticulas con lo que hipotetizamos que podrian servir

como transportadores de moléculas hidrofilicas en su interior.
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Figura 5.7 A) Microfotografia SEM de vesiculas gigantes de 4A obtenidas por EISA. Las flechas indican el

interior vacio de las vesiculas. B) DLS de dispersion de vesiculas gigantes.
5.5.2 Sintesis y Caracterizacion de las nanoazovesiculas de 4A

Las vesiculas gigantes se sonicaron, obteniendo nanovesiculas detectadas por TEM. El
didmetro promedio de las vesiculas fue de 73,3+ 0,1 nm (calculado con desviacién standard),
observandose una polidispersion de 0,13% (Figura 5.8). Las imagenes fueron adquiridas
utilizando acetato de uranilo como sonda para la tincidon negativa, sin embargo se obtuvo un
mejor contraste de la muestra al llevar a cabo la sonicaciéon junto al colorante de tincién, previo
a su fijacién por secado. En este experimento, la muestra se sonicd en presencia de 2% de

acetato de uranilo (volumen 1: 1) y luego se traté convencionalmente Este protocolo se empled

para detectar la estructura externa de las vesiculas (Figura 5.9).7°

y 00

Frecuencia (%
o

60 90 120
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Figura 5.8 A) Microfotografia TEM de nanovesiculas de 4A obtenidas luego de la sonicacién de las

vesiculas gigantes inicialmente sintetizadas. B) Distribucion del diametro de las particulas observado en la

imagen A.

Se observé un contraste obvio entre la periferia y el centro en la esfera, caracteristica de las

imagenes de proyeccién de esferas huecas o vesiculas (Figura 5.9).
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Figura 5.9 Dispersion en agua de vesiculas obtenidas por sonicacion de 4A (E) a 25°C, 0.5 mM
aproximadamenteA) Microfotografia TEM; B) Distribucidn del didmetro de las particulas observado en la
imagen A. El didametro promedio de las vesiculas fue de 42, 56 + 0,16 nm (calculado con desviacién

standard), observandose una polidispersion de 0,37%.
5.6 Evaluacion de la fotoisomerizacion de las nanoazovesiculas de 4A
5.6.1 Evaluacion por Espectroscopia de Absorcion UV/Vis

Para el caso particular de los sistemas basados en azobencenos, es posible, estudiar el
comportamiento de los agregados formados en agua por andlisis del cambio espectral en la
absorcién UV-visible causada por la interaccion mutua de los cromdforos azobenceno de
distintas moléculas.?® De acuerdo con el modelo excitdn, el cambio espectral puede ser asociado
con cuatro diferentes tipos de agregados. Estos son de tipo monomérico, observados en las
micelas y en soluciones molecularmente dispersas; de tipo dimérico en el lamado estado cristal-
liquido; y los denominados H- y J-agregados en la fase cristalina.?’ El agregado H presenta una
orientacién mutuamente paralela de los croméforos, cada uno casi perpendicular al plano de la
capa (Esquema 5.2). El agregado tipo J esta asociado con una orientacion altamente inclinada de
los cromdforos. En general, los azobencenos son propensos a formar agregados de tipo J y de

tipo H, que poseen espectros caracteristicos de UV-Vis.?® Por esta razén la capacidad de

26 M. Sato, D. Y. Sasaki, M. Isayama, T. Kunitake, 'Interfacial and Bulk Structures of Homologos Series of Azobenzene
Amphiphiles Syudied by Scanning Tunneling Microscopy and X-ray Diffraction', (1992) Langmuir 1893 vy citas alli
referenciadas.

27 a) M. Kasha, H. R. Rawls, EI-Bayoumi Ashraf, ' The exciton model in molecular spectroscopy' (1965) 11 M. Pure Appl.
Chem. 371. b) V. Czikkely, H. D. Fosterling, H. Kuhn, ' Extended dipole model for aggregates of dye molecules' (1970) 6,
Chem. Phys. Lett. 11.

28 (a) X. Song, J. Perlstein y D. Whitten, 'Supramolecular Aggregates of Azobenzene Phospholipids and Related
Compounds in Bilayer Assemblies and Other Microheterogeneous Media: Structure, Properties, and Photoreactivity'
(1997) 119 J Am. Chem. Soc. 9144. (b) J. Kuiper y J. Engberts, 'H-aggregation of azobenzene-substituted amphiphiles in
vesicular membranes' (2004) 20, Langmuir 1152. (c) R. A. Moss y W. Jiang, 'Cis/Trans Isomerization in Azobenzene-
Chain Liposomes' (1995) 11 Langmuir 4217. (d) J. Kuiper, M. Stuart y J. Engberts,'Photochemically induced disturbance
of the alkyl chain packing in vesicular membranes' (2008) 24 Langmuir 426.
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fotoconversion de los azobencenos en el estado agregado en agua no resulta trivial, y es dificil

de predecir.
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Esquema 5.2 llustracién esquematica de la bicapa y monocapa en los agregados de tipo H y de tipo J. El
circulo, la caja y la linea, representan la cabeza polar, el segmento rigido (azobenceno) y la cola

hidrofdbica respectivamente.

La organizacidon molecular del grupo azobenceno en los agregados vesiculares obtenidos por
sonicacidon (didmetro promedio 73,37 + 0,13 nm) a los que nos referiremos como
nanoazovesiculas, y la eficacia de su fotoisomerizacién en agua fue evaluada por espectroscopia
UV/Vis. Se observaron las dos bandas correspondientes a la transicién r-it * de 4A (E), una a 260
nm, y la segunda a 311 nm (Figura 5.10). En cloroformo, la segunda banda habia sido observada
a 358 nm. (Figura 3.2C) El desplazamiento de la banda de 358 nm a 311 nm, hacia la zona del
azul del espectro de absorcidn, es indicativo de una fuerte interaccidon de los croméforos y es
caracteristico de los agregados tipo H presentes en bicapas y micelas cilindricas.? Las micelas
esféricas no son capaces de formar agregados tipo H porque el empaquetamiento es demasiado
Iabil y los cromdéforos no pueden adoptar la configuracidon requerida en la micela. Esto apoya la
formacién de nanoazovesiculas (E) y se correlaciona con la morfologia observada por TEM.
Después de la irradiacién con luz UV por 140 minutos, se produce un desplazamiento
hipocrémico de las bandas mencionadas, evidenciando que luego de la fotoisomerizacion los
croméforos todavia se mantienen como agregados tipo H, el estado fotoestacionario (PSS) fue E:

Z (46:54). Por simplicidad haremos referencia a este estado como nanoazovesiculas (Z).
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Figura 5.10 Espectro UV-Vis del experimento de irradiacion con luz UV de 4A en agua a distintos tiempos

de irradiacion (0,5 mM, 150 watts).

Las nuevas nanoazovesiculas (Z) presentaron menor rigidez que las correspondiente (E). Las
imagenes de TEM de las nanoazovesiculas (Z) no proporcionaron informacién sobre el tamafio
de las nuevas vesiculas, debido a su coalescencia en el grid de microscopia, como puede
observarse en la Figura 5.11. Este resultado era esperable si consideramos que en la interfase

ambos isébmeros E y Z poseen una diferencia sustancial en la elasticidad de flexién (100 mN/m

para 4A (E) y 60 mN/m para 4A (Z), seccidn 4.2).

Figura 5.11 Microfotografia TEM de dispersion en agua de agregados vesiculares de 4A (Z) a 25°C, 0.5 mM

aproximadamente.

El sistema en la configuracion Z también mostro un comportamiento liquido cristalino,
diferente al observado para la configuracion E, al observarlo por POM y también se vieron las

multicapas vesiculares desaparecer en la microscopia con polaroides cruzados como se observa

en la Figura 5.12B.
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Figura 5.12 Dispersion en agua de agregados vesiculares de 4A (Z) a 25°C, 0.5 mM aproximadamente; (A)
Microfotografia dptica (B) Microfotografia dptica entre polarizadores cruzados. En ambas, las flechas

indican las vesiculas multilaminares.

La fotoreversion se logré con buenos rendimientos y sin descomposicién tras la irradiacion

con luz blanca por 140 min utilizando un foco convencional (60 watts) (Figura 5.13).
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Figura 5.13 Espectro UV-Vis de la fotoreversidon de las vesiculas (Z) a las vesiculas (E) de 4A en agua

promovida por luz blanca (60 watts) a distintos tiempos de irradiacién.
5.6.2 Evaluacion por Dispersion de Luz Dindmica

La fotomodulacién de las nanoazovesiculas (E) fue adicionalmente corroborada mediante
mediciones de tamafio de particula a partir de dispersiéon dinamica de luz (DLS) (Figura 5.14).
Inicialmente, el didmetro hidrodinamico de las nanoazovesiculas (E) fue de 166 + 79 nm vy
después de la irradiacion con luz UV se produjo una contraccién del sistema con un diametro

final de 136 + 41 nm. Esto podria explicarse hipotetizando que el cambio del drea efectiva de la
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seccion transversal de 4A causado por la fotoisomerizaciéon E-Z, promovié un cambio en el

tamafio y/o forma de las azovesiculas.® 7 ?°

Intensidad (%)
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Figura 5.14 Medida de DLS del didmetro hidrodindmico de 4A antes (®) y después (e) de la irradiaciéon UV
en agua (140 min, 150 watts).

5.7 Evaluacion de la estabilidad térmica de las nanoazovesiculas de 4A

La estabilidad de las nanoazovesiculas (E) se evalué a través del analisis de rampas de
temperatura ascendentes y descendentes, realizadas por espectroscopia UV-Vis, por monitoreo
de tres bandas de absorcidn seleccionadas. Las bandas A 305 nm y A 341 nm, que corresponden
a los agregados de tipo H de los grupos azobencenos, y la banda a 360 nm correspondiente al
azobenceno de tipo "libre" (Figura 5.15). Pudo observarse que luego de calentar las dispersiones
acuosas por encima de la temperatura de Krafft y posteriormente enfriarlas a temperatura

ambiente, las estructuras se volvieron a formar.

29 (a) Y. Orihara, A. Matsumura, Y. Saito, N. Ogawa, T. Saji, A. Yamaguchi, H. Sakai y M. Abe, ' Reversible release control
of an oily substance using photoresponsive micelles' (2001) 17 Langmuir 6072, (b) A. Pulido-Companys, R. Albalat, J.
Garcia-Amoros, D. Velasco, J. Ignes-Mullol, 'Supramolecular Chiral Azobenzene Surfactants' (2013) 29 Langmuir 9635.
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Figura 5.15 A) Espectro UV-Vis de azovesiculas (E) de 4A durante la calefaccidn; B) Experimento de
dependencia de la temperatura, monitoreo de la muestra durante el calentamiento a A 305 nm y A 341
nm, respectivamente; C) Espectro UV-Vis de azovesiculas (E) de 4A durante el enfriamiento; D)
Experimento de dependencia de la temperatura, monitoreo de la muestra durante el enfriamiento a A 305

nmy A 341 nm, respectivamente.

En el caso de las nanoazovesiculas (Z) de 4A (Figura 5.16), el andlisis del comportamiento
térmico resulté bastante complejo. Esto se debe a que la isomerizacion térmica Z-E es acelerada
al calentar la muestra, por lo que el equilibrio térmico inicial E: Z sufre modificaciones a lo largo
de la evaluacién térmica. Adicionalmente, se produce el desagregado o desarmado de las
nanoazovesiculas (Z) de partida, efecto evidenciado por un desplazamiento hacia el rojo en el
espectro de absorcidon hacia una longitud de onda maxima de 360 nm, mostrando que la
isoforma (Z) en general esta mas "libre" en agua tras la desorganizacién que la (E), cuyo A
maximo se observa a 341 nm. Este comportamiento es consistente con el aumento del momento
dipolar y el aumento de la solubilidad del isémero Z, ya informados previamente en la seccion
4.2., donde se evalud la solubilidad en la subfase para las peliculas formadas por ambos
isdmeros. Al enfriarse, se produce la autoorganizacién del sistema en donde el isdmero E es el
mayoritario, que se refleja en la banda de absorciéon a 25°C centrada en 311 nm (comparar la

Figura5.16 Cy A).
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Figura 5.16 A) Espectro UV-Vis de azovesiculas (Z) de 4A durante la calefaccidén; B) Experimento de
dependencia de la temperatura, monitoreo de la muestra durante el calentamiento a A 305 nm y A 360
nm, respectivamente; C) Espectro UV-Vis de azovesiculas (E) de 4A durante el enfriamiento; D)
Experimento de dependencia de la temperatura, monitoreo de la muestra durante el enfriamiento a A 305

nmy A 360 nm, respectivamente.
5.8 Evaluacion de la funcionalidad de las nanoazovesiculas de 4A

5.8.1 Estudio de liberacion fotocontrolada: encapsulamiento y liberacion de la sonda

calceina.®

Con el objeto de evaluar la capacidad de 4A de generar vesiculas fotomodulables, se llevaron
a cabo experimentos de encapsulamiento utilizando calceina como sonda hidrofilica
fluorescente. La sonda calceina es utilizada comiunmente en el estudio de permeabilidad de
vesiculas, ya que existe un apagado o “quenching” de la fluorescencia de la calceina cuando se
encuentra en concentraciones mayores de 70 mM, es decir concentrada en el interior de las

vesiculas. De esta manera, la permeabilizacién de la membrana es monitorizada a través de un

30 ). R.Lakowicz, Principles of Fluorescence Spectroscopy, 3ra ed. Springer US (2006).
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aumento de la fluorescencia de esta sonda se libera (diluye) libre en el medio acuoso al

romperse/ aumentar la fluidez de la vesicula.3!

Para ello, se realizd el protocolo EISA ya mencionado, modificando la fase acuosa empleada
durante la etapa de hidratacion, con la finalidad de incorporar la sonda. Se trabajé con una
solucién de 100 mM de calceina equilibrada en buffer HEPES 5 mM, 50 mM NaCl, pH 7.3% El
procedimiento para lograr separar la calceina libre, de las azovesiculas (E) conteniendo calceina
en su interior, implicd realizar cromatografia de exclusidn por tamafo. Los experimentos de
fotoisomerizacidon se llevaron a cabo usando el espectrofluorimetro, las muestras fueron
irradiadas a 310 nm, realizando 6 ciclos de 3 minutos de irradiacion cada uno, manteniendo la
temperatura a 25°C. A cada tiempo se detectd la liberacidon de calceina por su emisién de
fluorescencia tipica a 515 nm, siendo la longitud de onda de excitaciéon de 495 nm. En la Figura
5.17 se observa el aumento de fluorescencia de calceina a 515 nm dependiendo del tiempo de

irradiacion.
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Figura 5.17 Liberacion de calceina durante la isomerizacidn E-Z a 310 nm de las nanovesiculas de 4A (415
nmy 515 nm son las longitudes de onda de excitacidn y de emision, respectivamente, potencia 150 watts).

La liberacion pasiva fue inferior al 10% después de dos dias.

31 T.M. Allen, L.G. Cleland, 'Serum-induced leakage of liposome contents' (1980) 597 Biochimica et Biophysica Acta
(BBA), Biomembranes 418.

32 3) C. L. Avila et.at. 'Structural characterization of heparin-induced glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
protofibrils preventing a-synuclein oligomeric species toxicity' (2014) 289 J. Biol. Chem. 13838 (b) S. L. Huang y R. C.
MacDonald, 'Acoustically active liposomes for drug encapsulation and ultrasound-triggered release' (2004) 134
Biochim. Biophys 1665.
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5.8.2 Liberacion total de la sonda calceina utilizando Tritéon X-100

Inicialmente se evalué el desensamblado de los azoniosomas por el agregado de Tritén X-
100, detergente comUnmente utilizado en experimentos de ruptura de vesiculas,® a través de
espectroscopia Uv-Vis (Figura 5.18). El experimento se llevé a cabo haciendo las mediciones de la
adicion de concentraciones crecientes de Tritdn X-100 a los azoniosomas puros preparados en
HEPES 5 mM, 150 mM NaCl, detectandose simultdaneamente la disminucién de la banda a 311
nm caracterizada para el estado agregado (azoniosomas), y la formacidn de la banda a 358 nm

caracteristica de la transicion m-rt* del azoanfifilo libre.

041
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Figura 5.18 Espectro Uv-Vis de azoniosomas en HEPES 5 mM, 150 mM NaCl, a pH 7.0, antes (m) y después

(e) del agregado de Tritdn X-100 (concentracion final 0,1 % m/v).

Posteriormente, para evaluar la liberacién total de calceina, fue afiadido Tritén X-100 (0,1%
m/v) a una dispersién de azovesiculas (E) previamente cargadas con calceina y a través de un
espectrofluorimetro se midid la fluorescencia de la sonda hidrofilica. La intensidad de
fluorescencia de calceina obtenida después del tratamiento con Triton X-100 se usd para calcular

la liberacion de calceina después de cada ciclo de irradiacidn mediante la ecuacién 5.1:

(o = 1) « 100 = Porcentaje de liberacidn de calceina

{‘rc- _Jrr)

(Ecuacion 5.1)

donde /o es la fluorescencia inicial antes de la irradiacién de la muestra, I; es la emision de

intensidad después de la irradiacién a cada tiempo analizado, y I+ es la fluorescencia total

33 T. Tamba, T. Tanaka, T. Yahagi, Y. Yamashita, M. Yamazaki 'Stability of giant unilamellar vesicles and large
unilamellar vesicles of liquid-ordered phase membranes in the presence of Triton X-100.' (2004) 1 Biochim Biophys
1667.
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obtenida después de tratar la muestra con Tritédn X-100.32 Pudimos observar que la liberacién

maxima fue 97%, después de 4 ciclos de irradiacion (Figura 5.19).
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Figura 5.19 Porcentajes acumulativos de liberacion de calceina a 0, 3, 6, 9 y 12 minutos de irradiacién a
310 nm. La fluorescencia de calceina para cada tiempo de irradiacion se detectd por excitacion a 495 nmy

la emision se registré a 515 nm. Grafico obtenido a partir de la ecuacién 5.1.
5.8.3 Evaluacion de la interaccion con el colorante Rojo Nilo

El Rojo Nilo (RN) es una sonda muy utilizada en la tincién de lipidos neutros en las células. La
utilidad de esta sonda en la dilucidacién estructural del microentorno de las azovesiculas reside
en que no solo su intensidad de fluorescencia disminuye en medios polares y/o en presencia de
un medio ambiente hidrofilico sino también y lo que es mas importante en el caso de
dispersiones hay un desplazamiento significativo de la longitud de onda maxima de emisidn en la
zona azul del espectro de absorcion, dependiendo del microambiente de la sonda (el cambio es

significativo de 108 nm de agua a hexano).3

Para profundizar la investigacién de la naturaleza de las nanoazovesiculas, se afiadié a una
dispersion de azovesiculas (E) preformadas, el colorante hidrofébico RN que fue capaz de unirse
a las nanoazovesiculas (E). La interaccion se evidencid por un desplazamiento de la emisién de

RN hacia el azul, desde un Amx de 658 nm a 643 nm (Figura 5.20). Después de la

34 (a) P. Greenspan, E.P. Mayer y S.D. Fowler,' Nile red: a selective fluorescent stain for intracellular lipid droplets'
(1985) 100 J Cell Biol 965. (b) F. Deye, T.A. Berger y A.G. Anderson, (1990) 62, Anal. Chem. 615; (c) M. G. Herrera, T. V.
Veuthey y V. |. Dodero,' Self-organization of gliadin in aqueous media under physiological digestive pHs' (2016) 141 B
Colloids Surf 565.
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fotoisomerizacidn E-Z, la emisidn de RN se desplazé nuevamente hacia una menor longitud de
onda, a un Amsx. 615 nm, indicando que la sonda se movilizé en un entorno aln mas hidrofébico y
mas fluido ya que la sonda fue capaz de penetrar mds en la superestructura en lugar de ser
expulsada al medio acuoso, lo que se hubiera detectado por un corrimiento del maximo de

fluorescencia hacia el rojo.
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Figura 5.20 Espectro de fluorescencia de Rojo Nilo del sistema vesicular antes (m) y después (e) de la
irradiacion con luz UV (12 min., 150 watts). Se sustrajo la contribuciéon de Rojo Nilo en las mismas

condiciones experimentales.

La disminucién de la intensidad de fluorescencia luego de la fotoisomerizacidon E-Z ha sido

previamente explicada considerando el aumento del momento dipolar del isémero 2.3

Se muestran los espectros de fluorescencia normalizados y el cdlculo de la segunda derivada
de cada espectro para facilitar la visualizacién de los cambios de posicidon de las longitudes de
onda maximas mencionadas. Asimismo, en el espectro de la derivada segunda se observa un
ensanchamiento de la banda de emisidon después de la isomerizacién E-Z, que indicaria que hay

diferentes modos de unién de la sonda luego de la fotoisomerizacién (Figura 5.21).

Estos resultados se correlacionan adecuadamente el aumento de fluidez del sistema

observado en la interfase y justifican la liberacidn de calceina tras la iluminacién con luz UV.

35 (@) M. Kumari, M. Billamboz, E. Leonard, C. Len, C. Béttcher, A. K. Prasad, R. Haag y S. K. Sharma, ' Self-assembly,
photoresponsive behavior and transport potential of azobenzene grafted dendronized polymeric amphiphiles' (2015)
5 RSC Adv., 48301; (b) T. Yuan, J. Dong, G. Hana y G. Wang, 'Polymer nanoparticles self-assembled from photo-, pH-
and thermo-responsive azobenzene-functionalized PDMAEMA' (2016) 6 RSC Adv. 10904.
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Figura 5.21 A) Espectros de Emisidn de Fluorescencia normalizados del sistema azovesiculas-RN en buffer
Hepes 5 mM, 150 mM NaCl, a pH 7.0 antes (®) y después (A ) de 12 minutos de irradiaciéon a 310 nm.
Como control, se prepard una solucién con la misma concentraciéon de Rojo Nilo en Hepes 5 mM, 150 mM
NaCl, a pH 7.0 (m). La intensidad de fluorescencia fue adquirida por excitacidon de las muestras a 552 nm.
B) Derivada segunda del espectro A presentando las regiones entre 590 y 740 nm (zona de emision de la

calceina) con sus respectivas referencias.

5.9 Conclusion

En general el autoensamblaje dirigido de anfifilos conteniendo cromdéforos m en agua
requiere el uso de co-solventes, co-solutos o sales. Nuestro trabajo destaca el empleo de un
rotavapor para dirigir facilmente el autoensamblado de 4A en azovesiculas (E) fotomodulables.
A través de una estrategia simple y versatil pusimos en préctica una técnica de evaporacién de
disolvente empleada en la obtencion de liposomas a partir de lipidos, para inducir el agregado

molecular del anfifilo en su fase de liquido cristalina laminar, seguido del autoensamblaje
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inducido por agua. En su conjunto, los experimentos empleados de espectroscopia UV-Vis,
dispersidn dinamica de la luz y experimentos de unién al Rojo Nilo, confirmaron la existencia de
dos tipos de azovesiculas dependiendo de las condiciones de luz. Pudimos comprobar que, a
pesar de que la fotoconversion E-Z del grupo azobenceno en las vesiculas procedié sélo con un
PSS E: Z (36:54), el cambio en la seccién transversal molecular fue suficiente para lograr
satisfactoriamente la liberacidn del colorante hidréfilo calceina, previamente introducida en el
interior de las azovesiculas, observando hasta un 97% de liberacién. El presente trabajo

constituye el primer resultado de obtencién de un azoniosoma funcional.

Teniendo en cuenta la simplicidad de los protocolos empleados, esta estrategia podria abrir
nuevas oportunidades para construir materiales avanzados a partir de pequefias moléculas

anfifilicas m-conjugadas puras.
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6.1 Breve Introduccion

El autoensamblaje proteico, ubicuo en los sistemas naturales, es originado por una variedad
de interacciones no covalentes. No sdlo desempefia un papel vital en las funciones fisioldgicas,
sino que ademas proporciona una excelente fuente de inspiracién para el disefo de estructuras
arquitectdnicas y funcionales, dindmicas y reversibles en distintas escalas de magnitud.” 2
Recientemente diferentes motivos peptidicos, como bloques de construccidn de inspiracion
bioldgica, han despertado un interés creciente con respecto a la creacién de materiales
avanzados debido a que presentan muchas ventajas atractivas como la capacidad de
programacion estructural, una buena biocompatibilidad y biodegradabilidad, baja
inmunogenicidad, y funciones versatiles, asi como facil disponibilidad y bajo costo.®> * 5 El
autoensamblaje peptidico, puede ser utilizado como una estrategia de fabricaciéon para la
creacion de varias arquitecturas desde nanotubos en la nano-escala hasta haces de fibras en la
macro-escala, con diferentes conformaciones, tales como lamina beta y alfa hélice. Asimismo,
ofrece excelentes aplicaciones potenciales en dareas tales como: energia, biomedicina, y
nanotecnologia.® 7 8 Por ejemplo, los materiales basados en péptidos han sido utilizados en la
construccion de complejos sistemas funcionales y dispositivos con mayores oportunidades para
acercarse a los biosistemas.” 1% 1! Aunque existen numerosos estudios sobre las aplicaciones de
la autoorganizacion dirigida de péptidos, las propiedades termodinamicas y cinéticas de dicho
proceso estdn aun lejos de conocerse en su totalidad. En este sentido, el estudio de estructuras

simples como dipéptidos de fenilalanina, ha resultado de interés por contener toda la

1K.Tao, A. Levin, L. Adler-Abramovich, E. Gazit, 'Fmoc-Modified Amino Acids And Short Peptides: Simple Bio-Inspired
Building Blocks For The Fabrication Of Functional Materials', (2016) 45 Chem. Soc. Rev. 3935.

2 lan W. Hamley, 'Peptide Nanotubes', (2014) 53 Angew. Chem. Int. Ed. 6866.

3 C. Chen, K. Liu, J. Li y X. Yan, 'Functional architectures based on self-assembly of bio-inspired dipeptides: Structure
modulation and its photoelectronic applications' (2015) 225 Adv. Colloid Interface Sci. 177.

4 N. C. Burgess, T. H. Sharp, F. Thomas, C. W. Wood, A. R Thomson, N. R. Zaccai, R. L. Brady, L. C. Serpell and D. N.
Woolfson, 'Modular Design of SelfAssembling Peptide-Based Nanotubes',(2015) 137 J. Am. Chem. Soc.10554.

5 S.Fleming y R.V.Ulijn, 'Design of nanostructures based on aromatic peptide ampbhiphiles', (2014) 43 Chem.Soc.Rev.
8150.

6 E. De Santis y M. G. Ryadnov, 'Peptide self-assembly for nanomaterials: the old new kid on the block'. (2015) 44
Chem. Soc. Rev 8288.

7 C. A. Hauser and S. Zhang, 'Nanotechnology: Peptides as biological semiconductors', (2010) 468 Nature 516.

8 A.Kholkin, N. Amdursky, I.Bdikin, E.Gazitand y G. Rosenman, 'Strong piezoelectricity in bioinspired peptide
nanotubes', (2010) 4 ACS Nano 610.

% M. Aono and K. Ariga, 'The Way to Nanoarchitectonics and the Way of Nanoarchitectonics' (2016) 28 Adv. Mater.
989.

10 K. Ariga, K. Minami, M. Ebara y J. Nakanish i, 'What are the emerging concepts and challenges in
NANO? Nanoarchitectonics, hand-operating nanotechnology and mechanobiology', (2016) 48 Polym. J 371.

11 W. Nakanishi, K. Minami, L. K. Shrestha, Q. Ji, J. P. Hill and K. Ariga, 'Bioactive nanocarbon assemblies:
Nanoarchitectonics and applications', (2014) 9 Nano Today 378.
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informacién molecular necesaria para formar arquitecturas nanoscdspicas con singularidades
bien definidas tanto en su forma, como en su funcidn obteniendo sistemas peptidicos de

dimensiones importantes a un costo sintético menor. > 13

6.1.1 Difenilalaninas como motivo estructural sencillo para la formacion de

nanoestructuras

El dipéptido difenilalanina (FF) es un fragmento del polipéptido beta-amiloide, involucrado
en la formacién de las placas amiloides en la enfermedad de Alzheimer. Resulta interesante de
investigar porque constituye un candidato adecuado como modelo en los procesos de formacion
y regulaciéon de la autoorganizacién, debido a su estructura molecular simple y a la variedad de
sus interacciones intermoleculares.* Por otra parte, ha sido comprobado que FF es capaz de
autoensamblarse en una variedad de arquitecturas complejas,’® tales como nanotubos

hexagonales (NTs),'® nano-cables (NWs),” y fibras.!®

Reches y Gazit fueron los primeros en reportar que el péptido FF puede autoensamblarse en
estructuras altamente ordenadas de NTs huecos.’* A pesar de las potenciales aplicaciones y de
los numerosos estudios sobre materiales basados en FF, se sabe poco sobre los mecanismos
involucrados en su autoorganizaciéon. Reches y Gazit resaltaron el papel fundamental de las
interacciones -t entre los anillos aromaticos (- i stacking) y encontraron que la interaccion
entre pares idnicos no es relevante como fuerza impulsora de la formacidn de los NTs.*®

Un estudio sistematico reciente de dindmica molecular, realizado por Shell y colaboradores,
ha contribuido a descifrar sobre el balance que existe entre las interacciones puente hidrégeno y
las interacciones electrostaticas e hidrofdbicas de las cadenas laterales, en las primeras etapas

del ensamblado de FF. Los resultados revelaron que una fraccion cristalina de NTs se estabilizaria

12 M. Reches, E. Gazit, 'Formation of Closed-Cage Nanostructures by Self-Assembly of Aromatic Dipeptides', (2004) 4
Nano Lett. 581.

13 M. Reches, E.Gazit, 'Amyloidogenic hexapeptide fragment of medin: homology to functional islet amyloid
polypeptide fragments', (2004), 11 Amyloid 81.

14 M. Reches y E.Gazit, 'Casting metal nanowires within discrete self-assembled peptide nanotubes', (2003)300 Science
625.

15 X. Yan, P. Zhu y J. Li, 'Self-assembly and application of diphenylalanine-based nanostructures', (2010) 39 Chem. Soc.
Rev. 1877.

16 Y, Wang, R. Huang, W. Qi, Y. Xie, M. Wang, R. Su y Z. He, 'Capillary Force-Driven, Hierarchical Co-Assembly of
Dandelion-Like Peptide Microstructures', (2015) 11 Small 2893.

17 J.Kim, T.H.Han, Y.-1.Kim, J.S.Park, J.Choi, D.C.Churchill, S. O. Kim and H. lhee, (2010) 22 Adv. Mater. 583.

18 Q. Zou, L. Zhang, X. Yan, A. Wang, G. Ma, J. Li, H. Mohwald y S. Mann, 'Multifunctional porous microspheres based
on peptide-porphyrin hierarchical co-assembly' (2014) 53 Angew. Chem. Int. Ed. 2366.

19 M. Reches y E. Gazit, 'Self-assembly of peptide nanotubes and amyloid-like structures by charged-termini-capped
diphenylalanine peptide analogues', (2005) 45 Isr. J. Chem. 363.
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por interacciones hidrofdbicas entre cadenas laterales, pero que las interacciones electrostaticas
entre los grupos terminales que forman puentes salinos, serian las que conducen la disposicion
espacial de los esqueletos carbonados a un estado mas ordenado.? Por su parte, Bowers y
colaboradores informaron que las moléculas de agua desempefan un papel clave en la
estabilidad de los oligdmeros de FF.2! Recientemente, Levin y Mason investigaron la cinética de
formacién de NTs basados en Boc-FF, y los resultados revelaron que, antes de la formacidén de
los NT, los mondmeros Boc-FF coalescen en nanoesferas a través de un proceso que sigue la
regla de pasos de Ostwald.?? Esta regla considera que la cristalizacion a partir de una solucién se
produce en etapas, de manera tal que, a menudo, las fases termodindmicamente inestables
ocurren en primer lugar, seguidas por la etapa termodindmicamente estable. La regla de
Ostwald puede estar relacionada con la termodinamica irreversible. Segun la regla de Ostwald el
sistema evoluciona hacia la minimizacién de la produccidon de entropia® (la variacién de energia
libre de Gibbs para un proceso a temperatura y presién constantes esta dada por: AG® = AH® -
TAS®). Mediante este fendmeno, las nanoesferas formadas experimentan maduracion vy
finalmente se convierten en NTs (Figura 6.1a). Experimentos de DSC indican que la estabilidad

termodinamica de la fase tubular es mayor que la de la fase esférica (Figura 6.1b).

20 J, Jeon, C. E. Mills and M. S. Shell, 'Molecular insights into diphenylalanine nanotube assembly: all-atom simulations
of oligomerization', (2013) 117 J. Phys. Chem. B 3935.

21T, D. Do and M. T. Bowers, 'Diphenylalanine self assembly: novel ion mobility methods showing the essential role of
water', (2015) 87 Anal. Chem. 4245.

22 A, Levin, T. O. Mason, L. Adler-Abramovich, A. K. Buell, G. Meisl, C. Galvagnion, Y. Bram, S. A. Stratford, C. M.
Dobson, T. P. J. Knowles y E. Gazit, 'Ostwald's rule of stages governs structural transitions and morphology of
dipeptide supramolecular polymers', (2014) 5 Nat. Commun. 5219.

23 R, A. van Santen, 'The Ostwald Step Rule' (1984) 88 J. Phys. Chem. 5768.
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Figura 6.1 (a) Microfotografias de SEM y representacion esquematica de las transiciones estructurales y
(b) cambios de energia libre durante las transiciones de fase observadas en el sistema Boc-FF. Extraido de

Levin y colaboradores.??

En comparacién con otras estructuras, tales como nanocables y nanovesiculas, los
nanotubos basados en FF podrian constituir la estructura termodindmicamente mds estable en
agua, es decir, la formacién de nano-vesiculas tienen lugar bajo control cinético, mientras que
los NTs siguen las leyes del control termodindmico.'” 22 Esta morfologia de las nanoestructuras
FF puede ser racionalmente disefiada, controlada e interconvertida incorporando variables
diversas para cambiar los pardmetros cinéticos.t”> 24 25 26, 27, 28 29 pgr ejemplo, Yan, Li y

colaboradores informaron que un dipéptido FF catidnico dio lugar a una transformacion

24 K. Liu, R. R. Xing, Q. L. Zou, G. H. Ma, H. Mo “hwald y X. H. Yan, 'Simple Peptide-Tuned Self-Assembly of
Photosensitizers towards Anticancer Photodynamic Therapy', (2016) 55 Angew. Chem. Int. Ed. 3036.

25 P, Kumaraswamy, R. Lakshmanan, S. Sethuraman and U. M. Krishnan, 'Self-assembly of peptides: influence of
substrate, pH and medium on the formation of supramolecular assemblies', (2011) 7 Soft Matter 2744.

26 X. Yan, Y. Cui, Q. He, K. Wang, J. Li, W. Mu, B. Wang and Z. C. Ou-yang, 'Reversible Transitions between Peptide
Nanotubes and Vesicle-Like Structures Including Theoretical Modeling Studies', (2008) 14 Chem. — Eur. J. 5974.

27.S, Semin, A. van Etteger, L. Cattaneo, N. Amdursky, L. Kulyuk, S. Lavrov, A. Sigov, E. Mishina, G. Rosenman and T.
Rasing, 'Strong Thermo-Induced Single And Two-Photon Green Luminescence In Self-Organized Peptide Microtubes'
(2015) 11 Small 1156.

28 N. Amdursky, P. Beker, I. Koren, B. Bank-Srour, E. Mishina, S. Semin, T. Rasing, Y. Rosenberg, Z. Barkay and E. Gazit,
'Structural transition in peptide nanotubes' (2011) 12 Biomacromolecules 1349.

29Y. X. Li, L. Y. Yan, K. Liu, J. Wang, A. H. Wang, S. Bai y X. H. Yan, 'Solvothermally Mediated Self-Assembly of Ultralong
Peptide Nanobelts Capable of Optical Waveguiding', (2016) 19 Small 2575.
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espontdnea muy interesante de NTs en estructuras esféricas de tipo vesiculas durante un
proceso de dilucién en solucién. Los mecanismos de la transiciéon fueron descriptos por el
modelo de Delaunay.®

Kim, Ihee y colaboradores, pudieron obtener de forma sencilla ambas morfologias de NW y
NT solo alterando las concentraciones de FF, y el analisis de Difraccidon de Rayos X reveld que el
enlace de hidrégeno entre el agua y las moléculas de FF desempefiaria un papel importante en la
transicidon estructural.’ Un estudio de Dindmica Molecular revelé también que las vias de
ensamblaje de FF son dependientes de la concentraciéon y la formacién de diferentes
nanoestructuras resulta del equilibrio entre las interacciones péptido-péptido y péptido-puente
hidrégeno del agua.®® Las propiedades de los solventes, tales como la polaridad y la capacidad de
formar puente hidrégeno, influirian directamente en las interacciones locales del
autoensamblado del péptido a nivel molecular.3! La transiciéon estructural dependiente de
disolvente en los bloques de construccién basados en péptidos ha sido ampliamente confirmada.
22, 31, 32,33, 34, 35,36

Otro ejemplo es el estudio realizado previamente por Yan, Li y colaboradores, en el cual
puede observarse que FF experimenta autoensamblaje, formando microcristales en forma de
flor en un solvente polar como el etanol, y en cambio nanofibrillas largas en tolueno, solvente
apolar. Se cree que la formacién de nanofibrillas es debido a que la presencia de tolueno rompe
el equilibrio hidréfobo/hidréfilo (entre las interacciones hidréfobas y las puente hidrégeno), vy el
i- 1t stacking se hace preponderante durante el proceso de ensamblaje.3?

Las nanofibras o nanocintas con estructuras de tipo ldmina 3 son otro tipo de morfologia
importante presente en los péptidos. Escuder y Miravet obtuvieron informacion sobre la
termodinamica y la cinética de la fibrilacién de tetrapéptidos basados en FF. Encontraron que la

formacidn de dimeros es el cuello de botella cinético y el paso determinante de la velocidad del

30 C. Guo, Y. Luo, R. Zhou and G. Wei, 'Probing the self-assembly mechanism of diphenylalanine-based peptide
nanovesicles and nanotubes' (2012) 6 ACS Nano 3907.

31T. 0.Mason, D. Y. Chirgadze, A. Levin, L. Adler-Abramovich, E. Gazit, T. P. J. Knowles y A. K. Buell, 'Expanding the
solvent chemical space for self-assembly of dipeptide nanostructures', (2014) 8 ACS Nano 1243.

32 p, Zhu, X. Yan, Y. Su, Y. Yang y J. Li, 'Solvent-Induced Structural Transition of Self-Assembled Dipeptide: From
Organogels to Microcrystals', (2010) 16 Chem. — Eur. J 3176.

33 R. Huang,W. Qj, R. Su, J. Zhao and Z. He, 'Solvent and surface controlled self-assembly of diphenylalanine peptide:
from microtubes to nanofibers'(2011) 7 Soft Matter 6418.

34 A. N. Rissanou, E. Georgilis, E. Kasotakis, A. Mitraki y V. Harmandaris, 'Effect of solvent on the self-assembly of
dialanine and diphenylalanine peptides', (2013) 117 J. Phys. Chem. B. 3962.

35.Q. Li, Y. Jia, L. R. Dai, Y. Yang and J. B. Li, 'Controlled rod nanostructured assembly of diphenylalanine and their
optical waveguide properties' (2015) 9 ACS Nano 2689.

36 Q. Li, H. Ma, A. Wang, Y. Jia, L. Dai y J. Li, 'Self-Assembly of Cationic Dipeptides Forming Rectangular Microtubes and
Microrods with Optical Waveguiding Properties' (2015) 3 Adv. Opt. Mater. 194.
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proceso de fibrilacién.3” Por lo tanto las fibras como nanoestructuras pueden ser racionalmente
disefiadas alterando algunos parametros cinéticos, por ejemplo, ha sido observado que NTs de

FF han experimentado una transicién a estructuras fibrosas tras el calentamiento.3®
6.2 Hipotesis y Diseiio

El uso de interacciones no-covalentes podria limitar el uso de los productos de
autoensamblado en situaciones reales donde las condiciones del entorno pueden variar. La
estabilizacion del autoensamblado utilizando enlaces covalentes podria llevar a sistemas
supramoleculares mas robustos, sin embargo esto limitaria la capacidad de modulacién de estos

sistemas.

Una aproximacion interesante es utilizar enlaces disulfuros, ya que son enlaces covalentes
estables que se forman facilmente bajo condiciones oxidantes a partir de los tioles libres y son
estables en un rango variado de pH. Ademas el enlace S-S es bastante mas largo que una unién
C-C, haciendo que el angulo diedro C-S-S-C se restrinja a valores cercanos a 90° con una barrera
de interconversién de aproximadamente 40 KJ mol?, similar al enlace amida. Finalmente el coste
entrépico de la inmovilizacidon del enlace S-S ha sido estimado en alrededor de 3, 5 J mol? K! en

CH3-S-S-CHs convirtiéndolo en el mas bajo de la serie CHs-X-Y-CHsz con X, Y=C, Si, S, O, N, P. ¥

En 2004, Gazit y colaboradores reportaron que CFF tripéptido formaba nanoesferas estables
en lugar de nanotubos.'? Ellos demostraron que el grupo cisteina, era el responsable de la
formacion inesperada de nanoesferas estables, las estructuras observadas fueron obtenidas

luego de 5 horas de incubacién. (Figura 6.2)

37 M. Tena-Solsona, B. Escuder y J. F. Miravet, 'Thermodynamic and Kinetic Study of the Fibrillization of a Family of
Tetrapeptides and Its Application to Self-Sorting. What Takes So Long?' (2015) 27 Chem. Mater. 3358.

38 A. Handelman, A. Natan and G. Rosenman, "Structural and optical properties of short peptides:
nanotubes-to-nanofibers phase transformation' (2014) 20 J. Pept. Sci. 487.

39 G. Whitesides, 'Using a convenient, quantitative model for torsional entropy to establish qualitative trends for
molecular processes that restrict conformational freedom' (1998) 63 J. Org. Chem. 3168.
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Figura 6.2. Estructuras nanoesféricas similares formadas en presencia de un grupo tiol. (a) Presentacion
esquematica del tripéptido Cys-Phe-Phe (CFF). (b) Microfotografia TEM de baja definicion de las
nanoesferas formadas por el péptido CFF. (c) Microfotografia HR - TEM de alta definicion de las
nanoesferas formadas por el péptido CFF. (d) Presentacién esquemadtica de la reaccidon quimica que
modifica un grupo amina en un grupo tiol en la estructura quimica del péptido difenilalanina. A la
izquierda, microfotografia TEM de baja definicion de los nanotubos formados por el péptido FF. A la
derecha, idem de las nanoesferas formadas por péptido FF que se autoensamblan en presencia de 2-

iminotiolano.

Teniendo en cuenta estos antecedentes y la disponibilidad de reactivos, nos propusimos
para este trabajo sintetizar un tripéptido reverso al reportado por Gazit y colaboradores, de
estructura Ac-Phe-Phe-Cys-NH, (Péptido A), el cual ha sido transformado en fase sélida a modo
de tener los extremos Cy N terminal no cargados y asi minimizar los posibles efectos de la carga
en los extremos del péptido. Este péptido seria capaz de dimerizar en agua formando enlaces
covalentes a pH mayor a 8 donde la formacién del enlace disulfuro esta favorecido, debido a la
ionizacion del tiol del grupo cisteina. Seria posible reducir el enlace disulfuro utilizando un

agente reductor para este tipo de enlaces, que sea efectivo y soluble en agua. Con este fin
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utilizamos Tris (B-Cloroetil) Fosfato, abreviado cominmente como TCEP, utilizado con frecuencia

en bioquimica y biologia molecular.*® (Figura 6.3)

pH 8.0 HN\)L \)LNHz
) 2
HN\/lL \)LNH2 °“‘[’:°H \© -\S\s\— o ©\

\sn s : =
MONOMERO POt OH HzN\(\n rln
c

| R’;P + RSSR + H,0 — R’;P=0 + 2RSH

Figura 6.3 A) Reaccidn de oxido - reduccion del péptido A. B) Mecanismo de reduccion mediado por TCEP.

Esta capacidad de éxido-reduccién mediada por el entorno, resulta sumamente interesante
si consideramos que en el interior celular de todo organismo vivo se mantiene un entorno
reductor y que el desbalance del equilibrio oxidativo - reductivo, llamado stress oxidativo,
conlleva al envejecimiento celular y a condiciones patolégicas en humanos, entre ellas
Alzheimer.*! El grupo de Gazit debido a su disefio experimental no contempld esta posibilidad de

modulacién del proceso de autoensamblado.

Para comprender mejor el proceso de autoensamblado, es que nos planteamos estudiar el
proceso a pH 3.0 y pH 8.0 en presencia y ausencia del agente reductor. Asi a pH 3.0 estaria
favorecida la autoorganizacién del mondmero solo, mientras que la formacién del enlace S-S
podria estar favorecida una vez que la autoorganizacién sea establecida en ausencia de TCEP.
Por otro lado a pH 8.0 se favoreceria la formacidon de dimeros S-S tanto en condiciones iniciales
como al final del proceso de autoorganizacién, Unicamente cuando la reaccién se llevara a cabo

en ausencia del agente reductor.
6.3. Sintesis del Péptido A

Para la sintesis del tripéptido A se utilizd la técnica de sintesis de péptidos en fase sélida,

empleando la metodologia Fmoc/'Butilo (Esquema 6.1, ver detalles en seccién 7.4.2 en el

40 John A. Burns, James C. Butler, John Moran y George M. Whitesides, 'Selective Reduction of Disulfides by Tris(2-
carboxyethyl)phosphine'. (1991) 56 J. Org. Chem. 2648.

41 a) F. Schafer, G. Buettner, 'Redox environment of the cell as viewed through the redox state of the glutathione
disulfide/glutathione couple'. 2001 30 Free Radic Biol Med. 1191. b) K. Kontush, S. Schekatolina, 'Vitamin E in
neurodegenerative disorders: Alzheimer's disease' 2004 1031 Ann N Y Acad Sci 249.
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capitulo 7). Se empled esta técnica, debido principalmente a que el péptido libre resulta
insoluble en los solventes utilizados normalmente en sintesis en solucion, como son

diclorometano (CH,Cl,) o dimetilformamida (DMF).

OCH,
O 1. 20% piperidina en DMF
HsCO 2. Lavado
»  Fmoc-AA(Protector) resina Rink
NH 3. 1eq Fmoc - L - AA(protector) AM l
O ‘Fmoc 1eq TBTU + 2eq DIPEA
en DMF, 2h a 25°C 1. Desproteccion parcial (20% piperidina /0,1 HOBt
o} 4. Lavado en DMF)
<O 5. Capping (Anh. Ac: DIPEA: DMF 2. Lavado 2
(1:2:17) 3. Fmoc-aminodcido (protector) + Agente Acopl. ciclos

. . (TBTU + DIPEA)
Rink Amide-AM l

‘i’rit

NHEmoc— | Phe - Phe -CysT—Q@

1. Desproteccion
o parcial, lavado
QH I 2. Capping: anh. acét:DIPEA:DMF
H3;C-C—-N— Phe - Phe -Cys—C~-NH,

(1:2:17)
SH 3. Lavado
EI 4. Desproteccion total
Coctel: TFA/TIS/H20 95:2.5:2.5)

Esquema 6.1 Metodologia sintética del péptido A en fase sélida.

Ademas, a través de esta metodologia en fase soélida, la sintesis ha sido muy exitosa ya que
después del corte final de la resina y su precipitacion en éter etilico, la pureza del péptido fue del
98% determinada por espectrometria de masas de baja y alta resolucidn (ver seccién 7.4.3 en el
capitulo 7), por lo que el péptido A fue utilizado en los experimentos de agregacién sin mayor
purificacién.

El péptido A posee el extremo N-terminal acetilado y el extremo C-terminal amidado por lo
gue es neutro a pH < 8. Los resultados de prediccidon de la solubilidad siguiendo el programa
Peptide Property Calculator, mostraron un punto isoeléctrico de 6.98 y un porcentaje de
caracter hidrofébico del 66% debido a los dos grupos fenilalanina.*? El mismo programa brinda
informacién de posibles solventes para solubilizar al péptido sintetizado: acetonitrilo, metanol o
isopropanol.

Teniendo en cuenta los datos de solubilidad aportados por el programa, inicialmente se
realizé Cromatografia de Placa Fina (TLC) resuspendiendo el péptido liofilizado en una bateria de
solventes orgdnicos y mezclas de los mismos con agua, probando diferentes relaciones de

solventes de elucidn y con distintos agentes reveladores. Se obtuvo como resultado una

42 https://www.genscript.com/ssl-bin/site2/peptide_calculation.cgi.
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solubilizaciéon total en hexafluoroisopropanol (HFIP); una solubilizacion parcial en MeOH,;
MeOH/H,0 (1:1); MeOH/CH>Cl, (1:1) e insolubilidad en H,O; AcOEt; hexano; ACN; CH,Cl,; CHCls;

ACN/ H,0; isopropanol.

6.4. Estudio de la agregacion mediada por cambio en las condiciones del medio acuoso.

Consideraciones Generales

Se determind la capacidad de formar agregados en agua a pH 3 y 8 del péptido A disuelto
inicialmente en HFIP. El HFIP es un compuesto organico cuya férmula es (CF3);CHOH. Es un
alcohol fluorado con caracter acido (pKa=9) y es empleado como disolvente, cosolvente, aditivo
de catdlisis homogéneas y como intermediario sintético. Su uso mas comun es en la disolucién

de péptidos tales como el péptido B-amiloide para su estudio y andlisis; y los derivados de FF.*

Su capacidad de disolver péptidos insolubles se debe a que es un solvente aceptor de
electrones. En este punto, es necesario explicar la clasificacion de nimeros de Gutman, para
clasificar a un solvente. Asi, se define un nimero aceptor de electrones, (AN) y un nimero donor
de electrones (DN) para cada solvente.* El término (AN + DN) de polaridad es una combinacidn
de dos conceptos fisicoquimicos opuestos y se designa como constante de anfotericidad, es
adimensional y en el rango de valores es 0 a 130.*® En la siguiente Tabla 6.1 se muestran los
numeros AN y DN de varios solventes en relacién a la capacidad de solubilizacién de péptidos
insolubles.*® Como vemos, para el caso del HFIP, no solamente un elevado valor como aceptor
de electrones (AN=88), sino también su capacidad de interaccion hidrofébica con el péptido, la
cual es favorecida por los dos grupos CFs; de su estructura,*” hacen de este compuesto un

excelente solvente para solubilizar efectivamente al péptido A sintetizado.

43 J.W. Kelly y Jr. P.T. Lansbury, 'A chemical approach to elucidate the mechanism of transthyretin and protein amyloid
fibril formation' (1994) 1 Amyloid 186.

44 3) V. Gutmann, 'Empirical parameters for donor and acceptor properties of solvents', 1976 Acta 21 Electrochim. 661.
b) V. Gutmann, The donor—acceptor approach to molecular interactions, Plenum, New York, (1978).

45 L. Malavolta, E. Oliveira, E.M. Cilli y C.R. Nakaie, 'Solvation of polymers as model for solvent effect investigation:
Proposition of a novel polarity scale', (2002) 58 Tetrahedron 4383.

46 |, Malavolta, M. Pinto, J. Cuvero, C. Nakaie ' Interpretation of the dissolution of insoluble peptide sequences based
on the acid-base properties of the solvent', (2006) 15 Protein Science 1476.

47 E.P. Vieira, H. Hermel y H. Mohwald, 'Change and stabilization of the amyloid-b (1-40) secondary structure by
fluorocompounds' (2003) 1645 Biochim. Biophys. 6.
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Solubilidad del péptido (%)

Solvente AN DN (AN + DN) (AN = DN) A® B® e B

1 H,O pH 7.4 54.8 18.0 72.8 36.8 6 1 11 0

2 MeCN 18.9 14.1 33.0 48 0 0 0 0

3 50% MeCN/H,0 36.9 16.1 53.0 20.8 29 25 16 0

4 Acetone 12.5 17.0 29.5 —4.5 0 0 11 0
5 iPrOH 33.5 36.0 69.5 —25 11 0 5 10

6 TFE 53.0 0.0 535 535 20 44 95 20

7 25% TFE/H,0 54.4 13.5 67.9 40.9 39 53 33 18

8 50% TFE/H,0 54.2 9.0 63.2 45.2 35 42 73 33

9 75% TFE/H,0 53.7 45 58.2 49.2 10 43 67 33

10 HFIP 88.0 0.0 88.0 88.0 95 86 100 85
1 25% HFIP/H,0 63.1 135 76.6 49.6 50 53 33 8
12 50% HFIP/H,0 714 9.0 80.4 62.4 88 70 87 61
13 75% HFIP/H,0 79.4 4.5 84.2 75.2 90 81 91 89
14 DMSO 19.3 29.8 49.1 -10.5 83 95 100 84
15 25% DMSO/H,0 459 21.0 66.9 24.9 20 25 10 12
16 50% DMSO/H-0 37.1 23.9 60.9 132 39 47 14 32
17 75% DMSO/H,0 28.2 26.9 55.1 1.3 51 71 54 24

Tabla 6.1 Pardmetros fisicoquimicos AN y DN de distintos solventes y porcentajes de solubilidad de
péptidos insolubles. a) Péptido (1-42) AB amiloide; b) Péptido (1-21) AB amiloide; c) Péptido TM.32; d)
Péptido VVLGAAIV. 4

Considerando lo expuesto, hipotetizamos que el cambio de la organizacidn en funcién de la
polaridad del sistema podria conducir a la formacion de diferentes agregados del péptido
propuesto en agua, desde altamente ordenados (nanotubos) como los reportados por Reches y

Gazit'?, hasta agregados amorfos®, o bien agregados insolubles.

El péptido A se solubilizé en hexafluoroisopropanol (HFIP) obteniendo una concentracién de
2 mM. Diferentes alicuotas se agregan a soluciones acuosas de pH 3 y pH 8, obteniendo una
concentracién final de péptido 0,274 mM en cada una de ellas (Figura 6.4). Las alicuotas del
sistema fueron tomadas a tiempo inicial (to), 30 min. (ts0) y luego de 24 hs (t24n). Cada sistema fue
monitoreado a través de espectroscopia UV-Vis, POM, TEM y SEM a los diferentes tiempos. De
esta forma obtuvimos informacién molecular y morfoldgica tanto de los productos obtenidos
inicialmente (en condiciones cinéticas), como de los obtenidos por la evoluciéon o no hacia

productos termodindmicamente mas estables.

48 Jacob. N. Israelachvili. Intermolecular and Surface Forces, 3 era edicion, Elsevier, (2011).
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Figura 6.4 Representacion esquematica del protocolo experimental empleado para la obtencién de los

sistemas auto-agregados del péptido A.

A continuacion se presentan las metodologias empleadas y se muestran los resultados

obtenidos para los diferentes pHs y diferentes tiempos.

Para obtener informacién de la evolucién del sistema y del estado de agregacién, se utilizd
espectroscopia UV-Visible. A pesar que esta espectroscopia es una técnica de baja resolucion, se
ha utilizado como herramienta cualitativa porque provee informacidon de cambios en el entorno
del ambiente de los aminodcidos fenilalanina, pudiendo relacionar el proceso de
formacion de agregados y la influencia de los residuos de fenilalanina en un mismo ensayo facil

de realizar y de analizar.

El maximo de absorbancia del péptido A, correspondiente a la transicién n-n* del enlace
peptidico, se encuentra alrededor de 220 nm, regién obviada en el rango de andlisis debido a
que también absorbe el HFIP.** La absorcién en la regidén 250-260 nm es caracteristica del anillo
aromatico de la fenilalanina (multiples bandas complejas) y también del grupo de la cisteina
(banda centrada en 250 nm, transicidn n-o* muy débil).>° A todos los pHs tanto a to como a tyq,
se observaron unas bandas en la regidon 280-300 nm, las cuales en ausencia de otros grupos
aromaticos, podemos atribuir a la interaccién de los grupos aromadticos en un entorno

hidréfobico (m stacking); esto sumado a detectar “scatter” en la regién del visible, nos lleva a

49 M. F.Sonnenschein y C. M. Roland 'Absorption and fluorescence spectra of poly(ethylene terephthalate) dimers'
(1990) 31 Polymer 2023.

50 a) Goldfarb et al. 'The ultraviolet absorption spectra of proteins' (1951) 193 Journal of Biological Chemistry 397.; b)
A. Aitken y M. P. Learmonth, Quantitation of tryptophan in proteins en The protein protocols handbook, Springer
(2009); c) Fornander et al., 'UV Transition Moments of Tyrosine' (2014) 118 (31) J. Phys. Chem. B 9247.
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hipotetizar la formacién de agregados supramoleculares.®® Observaciones similares han sido
previamente reportadas en proteinas multiméricas generadas por procesos de fibrilacion,

polimerizacidn y gelacion.>>%54

Teniendo en cuenta las caracteristicas de los espectros UV-Visibles en la regidon 350-400 nm,
se calculd el indice de agregacién (I.A%) de cada sistema.>% >* Este es calculado considerando la
relacion de absorbancias: Asso/Axss (ver Ecuacidn 7.3 en Capitulo 7, seccidn 7.4.4). Cuando no hay
proteinas agregadas, este indice se encuentra entre 0-2; entre 2-5 indica que hay agregados en
solucidn; y cuando es mayor a 5, se observa una agregaciéon apreciable. Los resultados obtenidos

se presentan en la Tabla 6.2.

Condiciones del solvente I.A. (%) Peptido A
pH3 to 11,3
pH3 t2s 26,8
pHS to 24,7
pH8 t30 29,0
pHS t24 40,3
pH8 to+TCEP to 14,8
pH8 to+TCEP t2n 21,8
pH8 to+TCEP t24n 23,8

Tabla 6.2 indices de agregacion calculados para el péptido A en las diferentes condiciones del solvente

Estos resultados muestran que en todas las condiciones el sistema estd altamente agregado,
mostrandose una progresidn creciente en el indice de agregacién a medida que el sistema
evoluciona en el tiempo. Es importante destacar que no se observé formacion visible de

agregados y que la dispersién se mantuvo traslucida.

Para estudiar cambios estructurales a partir de los espectros Uv-Vis, se realizd la derivada
segunda de los espectros. Este método aumenta la sensibilidad a diferencias menos
perceptibles entre los espectros, permitiendo resolver bandas de manera cualitativa y
reduciendo el efecto producido por la dispersidon de las particulas. En proteinas en general,

cambios en el maximo de longitud de onda de 0.1 nm estan correlacionados con cambios

51 R. Esfandiary y C. Russell Middaugh, 'Ultraviolet Absorption Spectroscopy', Analysis of Aggregates and
Particles in Protein Pharmaceuticals , John Wiley & Sons, Inc. 169 ( 2012)

52 P, D. Yurchenco et al, 'Laminin polymerization in vitro. Evidence for a two-step assembly with domain
specificity' (1985) 260 J Biol Chem 7636.

53 G. Jiang et al, 'Anthrax vaccine powder formulations for nasal mucosal delivery' (2006) 95(1) J Pharm Sci 80.

54 G. Herrera et at, 'Self-organization of gliadin in aqueous media under physiological digestive pHs' (2016) 141
Biointerfaces B 565.
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estructurales.’? Es aceptado en sistemas modelos que el maximo de absorcién de la fenilalanina

es a 258.0 nm.»

Para hacer mas sencillo el analisis y la presentacidon de los resultados, se detallan las
observaciones agrupadas por pHs, haciendo énfasis en las condiciones oxidantes o reductoras

del medio acuoso.

El mecanismo de la reaccién de reduccidn utilizando TCEP, sugiere una reaccion de SN,, cuya

etapa limitante de la velocidad es el ataque nucleofilico del fésforo al enlace S-S. (Esquema 6.2)

H+ H O L}
/,; P <=—= R4P'SRS === R P'SRSH — 2> HSRSH R3PO
1 2

R'3P: S_\R

Esquema 6.2 Mecanismo de reaccion de reduccion mediado por TCEP.

Inicialmente, realizamos TEM para saber si el TCEP es capaz de formar estructuras que
puedan impedir la caracterizacién de los agregados formados por el péptido A. Se pudo detectar
que el TCEP formaba agregados amorfos tipo esféricos (Figura 6.5), los cuales disminuyeron en

cantidad luego del lavado del grid con agua y posterior escurrido. La muestra de TCEP de 24 hs,

presento menor cantidad de agregados esféricos.

Figura 6.5 Microfotografias TEM de TCEP control a toy t24hs.

55 'Examination of phenylalanine microenvironments in proteins by second-derivative absorption spectroscopy' (1991)
287 (1) Arch Biochem Biophys. 33.
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6.4.1 Autoorganizacion a pH 3.0 en condiciones oxidantes
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Figura 6.6 Espectros UV-Visible de la solucion del péptido A en agua a pH 3.0 to (--0--) y a pH 3.0 t2s
(—e—). A) Espectro UV-Visible mostrando un barrido espectral entre 230-500 nm. B) Derivada Segunda
correspondiente a (A) presentando la regidon entre 240-300 nm (zona de absorciéon del aminoacido
fenilalanina: 258 nm).

Teniendo en cuenta que el grupo aromatico fenilalanina en sistemas modelos absorbe a
258.0 nm en agua, se observa un desplazamiento inicial del maximo de absorbancia hacia 256.8
nm (Figura 6.6), indicando que inicialmente estos grupos se encontrarian en un medio polar
(dispersos en agua) y luego debido a la evolucion en el tiempo (y posiblemente a un cambio en la

nanoestructura) las cadenas laterales estarian menos expuestas y su entorno seria menos

polar.®®

A través de ME podemos evidenciar que hacia el inicio de la autoorganizacion del péptido A
(to), la solucién, a simple vista trasltcida, contiene nanoesferas tipo vesiculas de tamafios de
alrededor de 20-50 nm de diametro y cintas interconectadas de aprox. 12,7 nm de diametro
promedio, observandose como ambos estadios coexisten (Figura 6.7). El sistema, en 24 horas
evoluciona a una estructura con caracteristicas dpticas de tipo gel (MO y POM) y que por EM se
identific6 como manojos de fibras elongadas, no se detectaron las esferas inicialmente

presentes (Figura 6.8).

La transicidn observada ha sido previamente descripta considerando la ley de Ostwald. El
proceso de autoensamblado mediado por solvente a pH 3.0 involucraria inicialmente Ia
formacidon de esferas como autoagregados termodindmicamente inestables promovidos por
interacciones de tipo hidrofdbicas que tendrian lugar al momento de introducir el péptido en el

medio acuoso. Esto ocurre porque aumenta la entropia del sistema a causa de la pérdida de la

56 F-X. Schmid, Biological Macromolecules: UV-visible Spectrophotometry, elLS, (2001).
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organizacién de las moléculas de agua en los alrededores de los grupos apolares. Al sensar una
mayor fuerza hidrofébica debido a la interaccidon de los grupos apolares entre ellos, se hace
menor el drea de la superficie de contacto con el agua, disminuyendo la cantidad de agua
organizada en el entorno del péptido. Esto conduce a un incremento entrdpico, lo que
contribuye a un aumento de la energia libre del sistema, cuyo comportamiento es exotérmico,
determinando asi una menor estabilidad de las esferas formadas en la etapa inicial del proceso

de agregacion y explican la formacion inicial de esferas que luego evolucionan a fibras pasando a

través de la estructura tipo cinta.®
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Figura 6.7 ME del péptido A en solucién a pH 3 (to). A) SEM. B) Distribucién de los didametros de las
nanoestructuras observadas en A. C) TEM. D) Distribucion de los didametros de las nanoestructuras

determinadas en C.

57 P. Y Bruice, Organic Chemistry, 4ta ed, Pearson Education, Inc (2004).

58 G. Fichman, T. Guterman, J. Damron, L. Adler-Abramovich, J. Schmidt, E. Kesselman, L. J. Shimon, A. Ramamoorthy,
Y.Talmon, E. Gazit, 'Spontaneous structural transition and crystal formation in minimal supramolecular polymer
model' (2016), 2 Sci. Adv. (2), €1500827.
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Figura 6.8 Distintas microscopias de la autoagregacion del péptido A en solucidn a pH 3 (t24) (24 horas). A)

SEM. B) POM. C) TEM. D) Es un acercamiento de la imagen obtenida en C, se observa la ausencia de

nanoesferas y la formacién de entramados de fibras.

Teniendo en cuenta que la autoagregacion del péptido A en solucidn a pH 3 luego de 24
horas se llevé a cabo en ausencia de scavengers de oxigeno, hipotetizamos que una vez que la
agregacion ha ocurrido la formacién de enlaces disulfuro estaria favorecida por la cercania de los
grupos en el agregado, asi esta reaccién podria ocurrir al final del proceso de agregacion

estabilizando las estructuras finales.
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6.4.2 Autoorganizacion a pH 3.0 en condiciones reductoras (TCEP)
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Figura 6.9 A) Espectros de UV-Vis de la solucion del péptido A en agua a pH 3 t30 + TCEP t30 (A) y a pH 3 tas

+TCEP t24 (A). B) Derivada segunda correspondiente a (A).

En estas condiciones, se observd un desplazamiento hacia el azul del maximo de absorcién
desde 258.0 nm (para sistemas modelos) hacia 257.2 nm, sin observarse un cambio después de
24 hs. (Figura 6.9B) El valor encontrado es menor al observado en la condicién sin el agregado de
TCEP (257.6 nm), al final de la formacidon de los agregados fibrilares, por lo que los croméforos
estdn mas expuestos al solvente en esta condicidon. El efecto hipocrémico del maximo, podria
explicarse debido a la formacidn de agregados de mayor tamafio, que se correlaciona muy bien

con el aumento de la absorbancia en la region mayor a 300 nm (Figura 6.9).

Por TEM, pudimos visualizar a ambos tiempos la formacion de una estructura tipo gel, no
muy definida (Figura 6.10), por lo que se podria hipotetizar que en estas condiciones reductoras,
donde la formacién del puentes disulfuros esta inhibida en todo el rango de tiempo de la
reaccion, las fibras finales no son tan robustas, como lo observado en la seccidon 6.4.1. No se

observaron esferas ni cintas.
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Figura 6.10 Imagenes TEM de la autoorganizacion del péptido A en solucién a pH 3 en presencia de TCEP.

A) Solucién a pH 3 to+ TCEP to. B) Solucidn a pH 3 t24+TCEP taa4.
6.4.3 Autoorganizacion a pH 8.0 en condiciones oxidantes

A partir de espectroscopia UV-Vis evaluamos el proceso de oligomerizacion del péptido A en
un medio oxidante al agregarlo a una soluciéon acuosa a pH 8, expuesta al aire en el tiempo
(Figura 6.11). Inicialmente se observé un desplazamiento atenuado hacia la zona del azul del
espectro de absorcion del Amax del grupo Phe, de 257.8 nm (to) a 257.4 nm (ts0) (Figura 6.11B)
indicando la exposicidn de los cromdéforos al disolvente en los primeros 30 minutos de
interaccion. A partir de este aumento en la polaridad del microambiente del cromdforo
hipotetizamos que el proceso de oligomerizacidn inicial seria conducido por la oxidacién de los
grupos tiol de las cisteinas, dando lugar a la formacién de enlaces disulfuro, que inducen la
exposicién de Phe al medio acuoso. Esto se debe a que en agua, la reclusidn hacia el interior del
enlace disulfuro esta favorecido sobre las de dos cisteinas.>® Tras 24 horas, el sistema evolucioné
y se detectd un desplazamiento hacia el rojo de absorcion, del Amsxdesde 257.4 nm a 257.6 nm lo
gue significa que los grupos aromaticos estarian menos expuestos al solvente, este mismo valor
se obtuvo para pH 3 tuns en condiciones oxidantes. Es importante destacar que en esta
condicién se observd un ensanchamiento de la sefial de absorbancia, lo que indica la presencia
de diferentes microentornos. Posiblemente debido a la formacién de agregados de mondmeros,
y también a la ionizacién del grupo cisteina, promovida a este pH, que catalizaria la formacion de

dimeros S-S cuando las moléculas estan dispersadas y luego al final del proceso de agregacion.

59 A.J. Saunders, G.B. Young y G.J. 'Pielak, Polarity of disul-fide bonds', (1993) 2 Protein Sci. 1183.
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Figura 6.11: A) Espectro UV-Vis de la autoorganizacion del péptido A en solucién a pH8 a to (--0--) t 30

(—3—) y toans. (—e—) B) Derivada segunda.

Tras el inicio del ensamblaje (to), los experimentos de EM mostraron que la solucion
transparente contenia principalmente esferas de 34 nm de didametro promedio (Figura 6.12 Ay
C). A continuacidn, simultdaneamente con la aparicién de agregados elongados similares a cintas
(inicialmente 9,4 nm de didmetro promedio, Figura 6.12 B y D), se observd la extincién de las
nanoesferas a los 30 minutos de incubacidn (didmetro promedio final de las cintas de 21 nm,
Figura 6.13). Después de 24hs, estas cintas se organizarian en superestructuras de fibras

empaquetadas en forma de manojos observadas por SEM y TEM (Figura 6.14).
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Figura 6.12 ME del péptido A en solucién a pH 8 (to). A) SEM. B) TEM. C) Distribuciéon de los didmetros de

las nanoesferas observadas en (A). D) Distribucion de los diametros de las nanoestructuras determinadas

en (B).
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Figure 6.13 A) Microscopia TEM de la reaccién del autoagregado del péptido A en solucién a pH 8 (tsomin)

B) Distribucion de los diametros de las nanoestructuras en forma de cintas determinadas en (A).
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Figure 6.14 ME de la reaccién del autoagregado del péptido A en solucién a pH 8 (t2ans) A) SEM B) TEM.

6.4.4 Autoorganizacion a pH 8.0 en condiciones reductoras (agregado de TCEP)
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Figura 6.15 A) Espectro UV-Vis de la solucion del péptido A en agua a pH 8.0 to+ TCEP to (A) y pH 8.0 taa+

TCEP t24 (A). B) Derivada segunda de los espectros obtenidos en A.

En esta condicidn, se inhibe la formacion del enlace disulfuro, la banda correspondiente a la
fenilalanina es menos ancha que en el experimento donde la dimerizacién era posible. (Figura
6.15) Ademas, se observa un desplazamiento inicial desde 258.0 nm (tedrico) hacia 257.2 nm a
to, debido a que las fenilalaninas estan mas expuestas al medio polar, que luego a medida que el
tiempo evoluciona se centra a 257.8 nm, mostrando que en el tiempo las fenilalaninas estan
menos expuestas al solvente en comparaciéon con el tiempo inicial. Este efecto de
desplazamiento hacia el rojo, asi como los valores del indice de agregacion estan de acuerdo con

la formacién de al menos un tipo de agregado en esta condicion.

Por microscopia electrénica, fue detectado inicialmente (to) nanoesferas tipo vesiculas con

un didmetro promedio de 58 nm (Figura 6.16). A las 24 hs de incubacion (t.4) se pudo detectar la
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presencia de cintas, en este caso ademas se observan pequerias nanoesferas que este esta caso
son muy parecidas a las observadas en la reaccion control con TCEP puro, pensamos que son
debida al oxido de trifenilfosfina obtenido por reduccién del TCEP (ver Figura 6.17 y compararla
con la Figura 6.5, TCEP puro). En este caso, como la dimerizacion esta inhibida por la presencia
de TCEP, el agregado se debe a la autoorganizacion exclusiva de las moléculas de A. Las fibras
finales a las 24 hs, tienen un didmetro de 13 nm. Teniendo en cuenta que estas condiciones son
similares a las obtenidas a pH 3.0, donde hay una transformacién esferas a fibras, es evidente
qgue el aumento de pH y el agregado de TCEP disminuyen la velocidad de la transicidn, si lo
comparamos con el experimento sin TCEP y pH 3.0 (seccion 6.4.1). En ambos se favorece la
autoorganizacion de los mondmeros en lugar de los dimeros. Estos resultados son similares a lo

reportado por Gazit con el péptido CFF*?, sin embargo en nuestro caso hay una clara evolucién

del sistema hacia la formacién de las fibras.
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Figura 6.16 A) Microscopia TEM de la reaccidn del autoagregado del péptido A en solucion a pH 8.0 to+

TCEP to. B) Distribucidon de los didmetros de las nanoesferas determinadas en (A).
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Figura 6.17 A) Microscopia TEM de la reaccion del autoagregado del péptido A en solucién a pH 8.0 taa+

TCEP t24. B) Distribucion de los didametros de las nanocintas determinadas en (A).
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De este experimento podemos concluir, que a pH 8.0 el agregado de TCEP hace mas lenta la
transicidon de esferas a fibras, a diferencia del efecto a pH 3.0 donde el agregado de TCEP, hace

gue no seamos capaces de detectar la formacion de las esferas.
6.5. Modulacidn de la capacidad de autoorganizacion mediada por estimulos externos

Finalmente, nos propusimos modular el proceso de agregacién una vez formadas las fibras,
en funciéon de la adicion de TCEP. Para ello trabajamos con las fibras obtenidas a pH 8,
estabilizadas por 7 dias, a las cuales se les agrego un pequefio volumen de TCEP (50 uL,

concentraciéon final de TCEP: 1,40 uM) a modo de no modificar la concentracidén final del

sistema.

O

H ||
o Ac—N— Phe - Phe -Cys—C-NH,
H i oxidacion LS Estructura
2 Ac—N— Phe-Phe-Cys—C-NH, _—— = /
SH reduccion y S (.31
Ac—N— Phe - Phe -Cys—C—-NH,
A AA

oxidacion
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reduccion %
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Q
OO

Esquema 6.3 Hipdtesis del autoensamblado mediado por estimulos.

Se calculd el indice de agregacion (Tabla 6.3), observandose que ocurria una disminucién
considerable del IA desde 23.2% a 2.0% en funcidn de tiempo de reaccién con el agente
reductor, lo que se traduce como una disminucién de la agregacidon del sistema en estas

condiciones reductivas.

Condiciones del solvente I.LA. (%) Peptido A
pH8 fibras 23,2
pH8 fibras + TCEP to 18,9
pH8 fibras + TCEP tin 11,1
pH8 fibras + TCEP t2an 2,0

Tabla 6.3. indice de agregacién de la reaccién antes y después del agregado de TCEP.

El analisis del mdximo de A en la derivada segunda, mostrdé un corrimiento hacia el azul del

espectro, desde 257.6 m hacia 257.4 nm luego de las 24 horas de agregado el TCEP, lo que es
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una evidencia de que los grupos aromaticos de las fenilalaninas se encuentran en un entorno

cada vez mas polar, es decir mas expuestos al agua (Figura 6.18).
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Figura 6.18 A) Espectro UV-Vis del péptido A incubado por 7 dias: pH 8 fibras (—e—); pH 8 fibras + TCEP to
(—A—); pH 8 fibras + TCEP taans (-A-). B) Derivadas segundas de los espectros de (A).

Finalmente, el sistema se evalud por microscopia electrdénica, detectandose una transicién
de fibras de 17.8 nm de didmetro promedio (Figura 6.19) hacia agregados de tipo anillos, que
estarian compuestos de nanoesferas y nanotubos de 56.6 nm (Figura 6.20), para luego formar

nanoestructuras tipo vesiculas de 28.9 nm. Estas Ultimas formaban parte de micro-vesiculas,

como pudo observarse en la Figura 6.21.
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Figura 6.19 A) TEM de las fibras estabilizadas del péptido A obtenidas a pH 8 (pH 8 fibras). B) Distribucion

de los didametros de las nanofibras observadas en (A).
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Una mejor inspeccion de las nanoestructuras después de la adicion de TCEP, muestra que los
anillos estan compuestos por esferas, que se organizan en tubos, para finalmente ensamblarse

en anillos (Figura 6.20B).

Figura 6.20 A) TEM de las fibras del péptido A en condiciones reductoras a tiempo 0 (pH 8 fibras + TCEP to)

B) Ampliacién de A, observandose la organizacion de esferas a anillos.
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Figura 6.21 A) TEM de las fibras del péptido A en condiciones reductoras a tiempo 24hs. (pH 8 fibras +

TCEP t24ns). B) Distribucién de los didametros de las nanoestructuras determinadas en (A).

La morfologia de las esferas formadas inicialmente es muy diferente a las obtenidas luego de

las 24 h., que tienen apariencia de vesiculas.

Estos resultados, nos permiten hipotetizar que la reducciéon de los enlaces S-S lleva a
cambios estructurales importantes, donde es posible observar una transicidn fibras-tubos-

vesiculas en funcion del tiempo.
6.6 Conclusion y Perspectivas

En este capitulo hemos descripto la sintesis de un nuevo tripéptido A (AcFFCNH>) utilizando
una metodologia simple y eficiente en fase sdlida. Este compuesto es soluble en HFIP a la
concentraciéon de 2 mM. Hemos evaluado la capacidad de formacion de nanoestructuras del
péptido A mediada en primera instancia por el solvente a pH 3.0 y pH 8.0 en condiciones
oxidantes y también reductoras por el agregado de TCEP. En estas condiciones observamos que
el péptido A, forma nanoestructuras tipo vesiculas, las cuales sufren una transicién esfera-cinta-
fibra en funcion del tiempo, observando en todos los casos a las 24 h., la formacién de manojos
de fibras, las cuales fueron mdas robustas a pH 3.0 en condiciones oxidantes. A pH acido, el
agregado de TCEP aumenta la velocidad de formacién de las fibras, aunque las fibras finales son
menos robustas. Al contrario ocurre a pH 8.0, donde la velocidad de generacién de las fibras es
mas lenta con el agregado de TCEP. A la vista de los resultados es evidente que tanto los

mondmeros A o los dimeros AA son capaces de formar nanoestructuras similares.

Finalmente llevamos a cabo la reduccién mediada por TCEP de las fibras obtenidas a pH 8.0.

En este caso, observamos que la adicion de TCEP rompié instantdneamente los manojos de
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fibras y formé inicialmente anillos compuestos por nanoesferas sélidas y nanotubos. Finalmente

el sistema evoluciono hacia la formacién de agregados tipo vesiculas.

Puesto que la funcionalidad de estas arquitecturas estd intrinsecamente ligada a su
estructura jerarquica y a su morfologia, las cuales a su vez son consecuencia de una compleja
historia de auto-ensamblaje, proponemos avanzar en el estudio de la elucidacion de los
mecanismos de este modelo minimalista pero complejo para una mejor comprensién del

proceso de autoagregacion proteica.
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Capitulo VII: Materiales y métodos del Capitulo Il

7.1 Materiales y Métodos del Capitulo Il

7.1.1 Materiales

Los anfifilos estudiados y sus precursores se obtuvieron experimentalmente mediante
reacciones realizadas con reactivos disponibles comercialmente. La purificacion de cada uno de
ellos se llevé a cabo por distintas técnicas, principalmente recristalizaciéon y cromatografia en

columna.

Todos los solventes utilizados fueron purificados por destilacidn, previo secado sobre agente
desecante. Los agentes desecantes empleados fueron activados previamente por calentamiento

en estufa.

Las reacciones que debieron resguardarse bajo condiciones inertes, se desarrollaron o

almacenaron bajo atmdsfera de nitrégeno.

El control del avance de las reacciones se llevd a cabo utilizando cromatofolios de silicagel-
60 F 254 “Merck”. El revelado de los cromatogramas en capa fina se realizd por visualizacidon con
luz ultravioleta de longitudes de onda 254 nm y/o en solucion reveladoras: p-Anisaldehido, Cerio

molibdeno (Pancaldi) y Fosfomolibdico.

Para las cromatografias en columna se utilizé como relleno éxido de alumina neutro “Fluka
AG, Bursch SG”. La columna fue preparada compactando una suspensién del adsorbente en el
solvente adecuado, evitando la presencia de burbujas y fisuras en el relleno. Las fracciones
eluidas fueron agrupadas en funcidn de los resultados observados por cromatografia en capa

fina.

Los puntos de fusidn y transiciones de mesofases fueron determinados en un microscopio
Karl Zeiss, modelo Phomi Il POL y la platina calefactora es marca Mettler modelo FP52. Al estar
provisto de polarizadores, fue posible un seguimiento mas preciso de los cambios en las

estructuras cristalinas de los compuestos.

Los espectros de RMN para la caracterizacion estructural de los compuestos se registraron
en la Universidad Nacional del Sur (*H y *3C) con un espectrémetro FT-NMR modelo Avance Il
300, marca Bruker, con frecuencias de 300 MHz para H-RMN y 75 MHz para *C-RMN. Los
espectros 'H-RMN para el estudio de la fotoisomerizacidn y fotoreversion se realizaron y con un
espectrometro FT-NMR modelo Avance 600, marca Bruker (600 MHz) en la Universidad de

Bielefeld, Alemania.
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Los espectros de masas, utilizando diferentes técnicas de ionizacion, EM-FAB; EM-AR, fueron
obtenidos en la Universidad de Santiago de Compostela, Espafia, a partir de un Espectrometro
Micromass AUTOSPEC, y en la Universidad de Bielefeld, Alemania, a partir de un Espectrometro

EM-Maldi-Tof, modelo Voyager System 1161, marca Applied Biosystems.
7.1.2 Sintesis de compuestos anfifilicos
7.1.2.1 Reaccidn de obtencidn de 4, 4'-hidroxiazobenceno

H,0/ KOH
HOONOZ — OHONZNOOH
120°C

PM (g/mol): 139g 1= Rd: 10%, 1h
PF:112-114 °C PM (g/mol): 214g
PF:206-216 °C

La reaccion inicial comprendié la sintesis de 4, 4'-hidroxiazobenceno y fue llevada a cabo
segln el método descripto en bibliografia® de Willstatter y Benz.2 En un baldn de dos bocas
conteniendo un agitador magnético, se colocd 5,00 g de p-nitrofenol (35,95 mmoles) y 25 g de
KOH (380 mmoles) en 5 mL de agua MilliQ. Se llevd a reflujo a 120 °C y se fue incrementando la
temperatura lentamente por 1 h. Cuando la temperatura llegd a 195-200 °C, la reaccidn
comenzd vigorosamente a dar un liquido viscoso marrén con un gran nimero de burbujas en
desarrollo. Una vez completada la reaccion, los productos se disolvieron en 40 mL agua. Se
acidificé a pH 3 agregando una solucién de HCl concentrado, observandose un crudo de reaccion
color rojo oscuro y se procedid a la extraccion en ampolla de decantacién con éter etilico. Los
extractos de éter combinados se secaron sobre Na,SO. durante una noche. El éter se elimind a
sequedad bajo presidn reducida con rotavapor. El residuo se recristalizd en soluciéon acuosa al
50% (v /v) de etanol. Al observar diferencias entre el PF experimental (120°C) y el tedrico® (204-
214 °C) se repitid la recristalizacion hasta un total de 10 veces, para dar cristales amarillos del
compuesto 1. El seguimiento de la purificacion se realizé por TLC de gel de silice, utilizando como
eluyentes hexano: acetato de etilo (1:1). Rf = 0.32. Se observé por microscopia con placa
calefactora, en el sélido purificado, un cambio en la forma de los cristales a 105-120 °C y la
fusion total entre 213-216 °C. El compuesto 4,4' dihidroxiazobenceno, soluble en ACN y acetona,

se obtuvo con un 10% de rendimiento.

1 H. Okuno et al., 'Selective Synthesis and Kinetic Measurement of 1:1 and 2:2 Cyclic Compounds Containing 1,4,7,10-
Tetraazacyclododecane and Azobenzene Units' (2000) 65 J. Org. Chem. 8979.

2 R. Willstatter y M. Benz (1906) 339 Chem. Ber. 3492.

3 Berichte Der Deutschen Chemischen Gesellschaft, 39, ll, pag 3497.
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Se obtuvieron los espectros de *H-RMN y *C-RMN para el producto puro, asignandose las
siguientes sefiales: TH-RMN (CDsCN 300 MHz) & (ppm): 6.95 (d, J = 8.90, 4H); 7.77 (d, J = 8.91,
4H); 8.12 (s, 2H). 3C-RMN (CDsCN) & (ppm): 116.71; 118.24; 125,21; 160.42.

7.1.2.2 Reaccidn de obtencion de 4-dodeciloxi-4'-hidroxiazobenceno

1/2 eq Br(CH2)11CH3
o S S G

3eq K2CO3
oM ( /1 ): 214 CH,CN dest, seco 2 =Rd: 28%, 127h
g/mol): g i PM(g/mol): 382
PF:206-216°C reflujo PF:(gQr??(%?PC

Para la obtencidn del compuesto 2 (4-dodeciloxi-4'-hidroxiazobenceno) se colocaron en un
balén 200 mg de 4,4' dihidroxiazobenceno (0,935 mmoles) y 3 eq de K,CO3 seco (2,805 mmoles)
en 20 mL de ACN previamente secado (se optimizo la sintesis al cambiar el solvente acetona,
propuesto por Kim y colaboradores,* por ACN). Se agregaron 0,11 ml (0,4675 mmoles) de
bromuro de dodecilo y se adapté un refrigerante a reflujo a la boca del balén, previo purgado del
sistema con N,. La mezcla de reaccion se mantuvo a reflujo a 40 °C durante 3.30 horas, y luego
2hs. mds a temperatura ambiente. El avance de la reaccidén se controlé por TLC de silice gel,
utilizando como eluyentes hexano: acetato de etilo (1:1). Rf = 0.58. El crudo de reaccion fue
filtrado en embudo con placa sinterizada cubierta por Celite. Se observé por RMN la mezcla de
productos dialquilado y monoalquilado por lo que se procedid a recristalizacion en hexano. El

compuesto 2, 4-dodeciloxi-4'-hidroxiazobenceno fue obtenido con un 28% de rendimiento.

Se obtuvieron los espectros de *H-RMN y ¥C-RMN para el producto puro, asignandose las
siguientes sefiales: 'H- RMIN (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 0.88 (t, 3H, J3= 6.9 Hz, CHs), 1.27-1.47 (m,
18H, CH,), 1.81 (m, 2H, CH>), 4.03 (t, 2H, J*= 6.0 Hz, OCH,), 4.63 (s, 1H, OH), 6.93 (d, 2H, J*= 9.0
Hz, Ar-H), 6.98 (d, 2H, J3= 9.0 Hz Ar-H), 7.81 (d, 2H, J3= 9.0 Hz Ar-H), 7.85 (d, 2H, J3= 9.0 Hz, Ar-H).
B3C-RMN (CDCl5) 6 (ppm): 14.07 (CHs), 22.67, 26.03, 29.22, 29.33, 29.38, 29.56, 29.58, 29.62,
29.65, 31.91 (CH,), 68.40 (OCH,), 114.72, 115.76, 124.33, 124.51, 146.91, 147.23, 161.27(Ar-C).

4 Y. Kim et al., 'Copper-catalyzed conjugate addition on macrocyclic, cyclic, and acyclic enones with a chiral
phosphoramidite ligand having a C2-symmetric amine moiety' (2002) 13 (8) Tetrahedron: Asymmetry 801.
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7.1.2.3 Reaccion de obtencion de 1-dodeciloxi-4-nitrobenceno (1A)

OH O(CH2)11CH3
Br(CH2)11CH3
K,CO5
ACN Seco
NO, Reflujo (27 hs) NO,
(A) (1A)
P.M. (g/mol): 139 P.M. (g/mol): 307
P.f.:112-114°C P.f..45-48°C

En un balén de dos bocas conteniendo un agitador magnético, se colocé 1,00 g (7,19
mmoles) de p-nitrofenol (A) y 20 ml de ACN seco y se mantuvo la agitacidon hasta disolucion
completa. Luego fue agregado 5,96 g (43,16 mmoles) de K,COs seco, se adaptd un refrigerante a
reflujo a la boca del balén y se llevd a cabo el purgado del sistema. Para finalizar, se adiciond
2,10 ml (2,15 g; 8,63 mmoles) de bromuro de dodecilo y 20 ml del mismo solvente. La mezcla de
reaccidon se mantuvo a reflujo durante 27 horas. El crudo de reaccion fue filtrado en embudo con
placa sinterizada cubierta por Celite. El sobrenadante fue sometido a evaporacién por presién
reducida para eliminar el solvente. A partir de una cromatografia en columna (alimina neutra)
se logré purificar el producto. Como mezclas de elucién se utilizaron hexano y hexano: acetato

de etilo (80:20). Se obtuvieron 1,98 g (6,45 mmoles; 90%) de 4-dodeciloxi-nitrobenceno (1A).

El avance de la reaccién fue seguido mediante cromatografia de capa fina, con cubas
compuestas por hexano y CHCl5:CHsOH (10:1), observandose valores de R=0.13 y R=0.62 para el
bromuro de dodecilo y el producto, respectivamente. Las distintas fracciones obtenidas durante
la purificacion también fueron identificadas por TLC con cdmara de hexano (R= 0.10 para el

producto).

Se obtuvieron los espectros de *H-RMN y *C-RMN para el producto puro, asignandose las

siguientes senales:

IH-RMN (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 0.88 (t, 3H, J*= 6.9 Hz, CHs), 1.27-1.47 (m, 18H, CH,), 1.82 (m,
2H, CH,), 4.05 (t, 2H, J*= 6.0 Hz, OCH,), 6.93 (d, 2H, J*= 9.0 Hz, Ar-H), 8.19 (d, 2H, J*= 9.0 Hz, Ar-H).

13C-RMN (CDCl3) & (ppm): 14.07 (CHs), 22.67, 25.91, 28.98, 29.29, 29.32, 29.52, 29.56, 29.62,
29.63,31.91 (CH,), 68.93 (OCH,), 114.41, 125.8, 141.4, 164.26 (Ar-C).
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7.1.2.4 Sintesis de 4-dodeciloxianilina (2A)

O(CH)14CH5 O(CH,)11CH5

H,
CHCI;:MeOH

Pd/C

NO NH

2 T. Amb. (5 hs) 2
(1A) (2A)
P.M. (g/mol): 307 P.M. (g/mol): 277
P .f..45-48°C

En un balén de dos bocas conteniendo un agitador magnético, se colocé 0,30 g (0,98
mmoles) de 1-dodeciloxi-4-nitrobenceno (1A). Se agregé 10 ml de CHCl; anhidro y se mantuvo
en agitacion hasta que se produjo la disolucién completa. Luego se adiciond 8,6 ml de MeOH y
se llevd a cabo el purgado del sistema utilizando N». Para continuar, se colocé 50 mg al 10% del
catalizador de Pd/C (cantidad equivalente a dos puntas de espatula pequefia) y el equipo fue
purgado con hidrégeno. El sistema se mantuvo bajo atmosfera de hidréogeno durante 4-6 horas a
temperatura ambiente. Una vez finalizada la reaccién, se filtr6 sobre embudo con placa
sinterizada cubierto de Celite y el solvente fue evaporado a presidn reducida. El producto (2A) se
mantuvo en frio (3-5°C) y bajo atmdsfera inerte de N,. Se considero 100% de conversidon por
evaluacidon de la TLC en cuba de hexano: éter etilico (1:1), donde el producto presenta un

R#=0.13.

Comentarios: La apariencia fisica del producto (2A) es notablemente diferente a la del
compuesto de partida (1A): la presencia de un sélido gris rosaceo brilloso al final de la reaccion

comprueba el éxito de la reduccion.
7.1.2.5 Sintesis de 4-dodeciloxi-4 ’-hidroxiazobenceno (3A)

1). H,O: acetona (1:1) + HCI (37%) NOOH
2). NaNO, en H,0 OO’\T

/OONHz > /
HC-(CH 3). Fenol + Na,CO3 + NaOH en H,O H3C-(CH.)11

21 0°C —»T Amb.
14 hs.
(2A) (3A)
P.M. (g/mol): 277 P.M. (g/mol): 382

P.f.. 101-103°C
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Se adaptd un protocolo de la reacciéon de obtencién de una sal de diazonio publicada por
Kunitake y colaboradores.”> Se prepararon tres tubos de vidrio, todos provistos con agitadores

magnéticos, en los que fue colocado:

TUBO N@ 1. 4,51 ml de la mezcla H,0: Acetona (1:1) y 0,45 mL de HCl concentrado. Se

mantuvo a temperatura ambiente y bajo agitacion.

TUBO N2 2. 93,15 mg (1,35 mmoles) de NaNO; purificado® y 2,25 ml de H,0. Se cerrd con un

séptum, y se agitd bajo atmodsfera inerte y en baio de hielo y sal (0°C).

TUBO N2 3.7 131,6 mg de fenol (1,40 mmoles), 229,0 mg (2,16 mmoles) de Na,COs 52,86 mg
(1,32 mmoles) de NaOH y 3,78 ml de H,O MilliQ por las paredes del tubo. Se tapd con un séptum

y se mantuvo la agitacién bajo atmdsfera inerte y bafio de hielo y sal.

En primera instancia, el contenido del TUBO N2 1 fue vertido dentro del balén conteniendo
271,46 mg (0,98 mmol) del producto de la reduccién (2A), provisto de agitador magnético y en
condiciones de atmosfera inerte (N,). Se dejé agitar unos minutos hasta que se observo la
disolucidn total del sélido. El sistema fue llevado a 0°C en un bafio de hielo y sal. Al mismo baldn,
posteriormente, se incorpord el contenido del TUBO N2 2 utilizando una jeringa limpia cuidando
que la temperatura no sobrepase los 0°C. Seguidamente, se mantuvo tanto al balén de reaccién,
asi como al TUBO N2 3, en agitacién, a 0°C en sendos bafios de hielo y sal, y bajo atmédsfera
inerte, durante 1 hora. Para finalizar, utilizando un sistema compuesto por una aguja metalica
larga adosada a una jeringa, previamente enfriado antes de cada agregado, se fue adicionando
lentamente pequefias porciones del contenido del balén de reacciéon dentro del TUBO N@ 3. Se
mantuvieron las mismas condiciones de temperatura y atmosfera para la nueva mezcla de
reaccion bajo continua agitacién por 1 hora adicional, para posteriormente alcanzar
espontdneamente la temperatura ambiente al derretirse el hielo. Luego de 14 horas de
agitacién, se procedié a medir el pH del crudo de reaccién. Como el mismo resulté ser basico, se
adiciond acido acético hasta alcanzar la neutralidad. El precipitado obtenido de esta forma fue
filtrado en un embudo con placa sinterizada cubierta por papel de filtro. Posteriormente se

realizaron sucesivos lavados con H,O marca MilliQ hasta observarse la ausencia de fenol en el

5 T. Kunitake et al., ' Formation of Stable Bilayer Assemblies in Water from Single-Chain Amphiphiles. Relationship
between the Amphiphile Structure and the Aggregate Morphology' (1981) 13 (18) J.Am.Chem.Soc. 5401.

6 El NaNO, fue purificado segln el procedimiento indicado en el manual “Purification of laboratory chemicals”, pag
495, Perring, 62 edicién.

7 Como en este recipiente finaliza la reaccion, debe utilizarse uno cuya capacidad sea suficiente para contener las
cantidades de reactivos y solventes con que se trabaje.
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sobrenadante. Asi purificado, el compuesto fue recuperado con CHCl;, y obtenido en estado
sélido por evaporacion del solvente a presion reducida en rotavapor. Se obtuvo 0,291 g (0,76
mmoles; 78 %) del producto sélido 3A. El compuesto obtenido es de color pardo y presenta gran
adherencia a las superficies. La purificacion del producto fue controlada a partir de
cromatografias en capa fina corridas en una camara de hexano: éter etilico (1:1), donde se

registré un R¢ = 0.40 para el mismo.
El producto fue caracterizado a partir de los espectros *H- RMN y *C-RMN:

IH- RMN (CDCl3, 300 MHz) & (ppm): 0.88 (t, 3H, J3= 6.9 Hz, CHs), 1.27-1.47 (m, 18H, CH), 1.81 (m,
2H, CHa), 4.03 (t, 2H, J3= 6.0 Hz, OCH5), 4.63 (s, 1H, OH), 6.93 (d, 2H, J3= 9.0 Hz, Ar-H), 6.98 (d, 2H,
1= 9.0 Hz Ar-H), 7.81 (d, 2H, 3= 9.0 Hz Ar-H), 7.85 (d, 2H, J*= 9.0 Hz, Ar-H).

B3C-RMN (CDCls) & (ppm): 14.07 (CHs), 22.67, 26.03, 29.22, 29.33, 29.38, 29.56, 29.58, 29.62,
29.65, 31.91 (CH,), 68.40 (OCH,), 114.72, 115.76, 124.33, 124.51, 146.91, 147.23, 161.27(Ar-C).

EM-FAB: (m/z): 382,10 (M* + 1H")

7.1.2.6 Sintesis de 4-dodeciloxi-4 - (1-hidroxitrietilenglicol) azobenceno (4A)

TSOCH,(CH,OCH,),CH,0H
CH3(CH2)10CHQO@N:N@OH >
KoCO3 CH3(CH3)10CH,0 N=N OCH,(CH,OCH,),CH,OH

CH3CN
(3A) reflujo, 24hs (4A)
P.M. (g/mol) 382 P.M. (g/mol) 515
P.F.: 101-103°C P.F.: 107,3°C

Se purgd con N; una suspensidon conteniendo 75mg (0.197mmol) de 4-dodeciloxi-4'-
hidroxiazobenceno y 300 mg (2.17 mmol) de K,COs, y luego fueron agregados 63 mg (0.207
mmol) de trietilenglicol p-toluensulfonilo en 10 mL de acetonitrilo seco. La mezcla de reaccion
fue mantenida a reflujo (80 °C) por 24 horas y luego se filtré en un embudo con placa sinterizada
cubierta por papel de filtro. No debe usarse Celite porque forma un precipitado. El sélido fue
purificado por columna cromatografica utilizando éxido de aluminio neutro como adsorbente y
como mezcla de eluyentes CH,Cl,: MeOH, (1 vol.: 45 mL) El producto se recuperé al 3* volumen
en una relacién de solventes 99:1. De esta manera se obtuvo 4A puro con un 75% de
rendimiento como un sélido amarillo. El control de la purificacidn se realizé con TLC de silice gel,

utilizando como eluyentes hexano: acetona (1:1). Rf = 0.45, y CH,Cl,: MeOH (10:1), R¢ = 0.50.
Las sefiales obtenidas en los espectros de *H-RMN y *C-RMN del producto purificado fueron:

'H NMR (CDCl3, 300 MHz) & (ppm): 0.88 (t, 3H, /’= 6.9 Hz, CH3), 1.27-1.47 (m, 18H, CH,), 1.81 (m,
2H, CH,), 2,08 (s, 1H-, OH); 3,61-3,74 (m, 8H, CH>); 3,90 (t, 2H, *= 6.0 Hz, CH,); 4.03 (t, 2H, /*= 6.0
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Hz, OCH,), 4,22 (t, 2H, /*= 6.0 Hz, CH,); 6.99 (d, 2H, /*= 8.93 Hz, Ar-H); 7.00 (d, 2H, /*= 8.96 Hz, Ar-
H), 7.87 (d, 4H, /*= 8.90 Hz, Ar-H).

13C-NMR (CDCls) & (ppm): 14.10 (CHs), 22.68, 26.00, 29.22, 29.33, 29.40, 29.50, 29.60, 29.63,
29.65, 31.91 (CH,), 61.8, 69.15, 69.71, 70.45, 70.59, 70.90, 72.50 (OCH,), 114.71, 114.85, 124.26,
124.32, 146.97, 147.32, 160.65, 161.28 (Ar-C).

Las seiales obtenidas en los espectros de masas fueron

EM-FAB: (m/z): 515,40 (M*+ 1H")
EMAR: calculado para C3oH47N,0s: 515,3485. Encontrado: 515,3497.

7.1.2.7 Sintesis de 3-dodeciloxi-nitrobenceno (1B)

OH O(CH2)11CH3
Br(CH2)11CH3
K,CO5

NO, ACN Seco O:N

Reflujo (24 hs)
(B) (1B)
P.M. (g/mol): 139 P.M. (g/mol): 307
P.f. :95-98°C P.f. :35-37°C

En un baldn de una boca provisto de agitador magnético, se colocd 1,00 g (7,19 mmoles) de
m-nitrofenol (B) y 5,96 g (43,16 mmoles) de K,COs; seco. Se cerrd el recipiente con un séptum, y
luego de realizado el purgado, se agregd con jeringa 20 ml de ACN seco. El contenido del balén
se mantuvo en agitacién durante 5 minutos a temperatura ambiente. A continuacién se adicioné
2,10 ml (2,15 g; 8,63 mmoles) de bromuro de dodecilo y 20 ml del mismo solvente, y se conectd
el balén a un refrigerante a reflujo. La mezcla se mantuvo bajo atmédsfera inerte, en continua
agitacion, calentandose a reflujo durante 8 horas y a 50°C las restantes 16 horas. El contenido
del baldn fue filtrado en un embudo con placa porosa, cubierto con Celite, conservandose el
sobrenadante. El solvente se elimind a presidn reducida y el producto de reaccién fue purificado
por cromatografia en columna (alimina neutra). Como mezclas de elucién se utilizaron hexano,
hexano: éter etilico (90:10) y hexano: éter etilico (80:20). Se obtuvieron 1,880 g (6,12 mmoles;

85 %) de 3-dodeciloxi-nitrobenceno puro (1B).

El seguimiento de la reaccion se llevé a cabo por TLC en cuba de CHCl;:CHsOH (10:1),
observandose un R¢= 0.75 para el compuesto. Como no fue posible una clara distincién entre la
mancha del bromuro de dodecilo remanente y la del producto utilizando este sistema, se optd

por realizar cromatografias en capa fina utilizando una camara de hexano. El producto mostré un
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Ri= 0.13 bajo estas condiciones, que fueron las mismas que se aplicaron para monitorear el

avance de la purificacién del compuesto.

Se caracterizé espectroscdpicamente al producto obtenido mediante *H-RMN y *C-RMN. Las

sefiales obtenidas fueron:

IH-RMN (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 0.81 (t, 3H, J*= 6.9 Hz, CH3), 1.10-1.40 (m, 18H, CH.), 1.73 (m,
2H, CH,), 3.96 (t, 2H, J3= 6.0 Hz, OCH,), 7.16 (d, 1H, J3= 8.1 Hz, Ar-H), 7.41 (d, 1H, J*= 8.31 Hz, Ar-
H), 7.70-7.75 (m, 2H, Ar-H).

13C-NMR (CDCls) & (ppm): 14.072 (CHs), 22.67, 25.91, 28.98, 29.29, 29.32, 29.52, 29.56, 29.62,
29.63,31.91 (CH,), 68.93 (OCH,), 114.41, 125.8, 141.4, 164.26 (Ar-C).

7.1.2.8 Sintesis de 3-dodeciloxianilina (28B)

O(CHy)11CHj3 O(CHy)11CHj3
H,

CHCI;:MeOH

O:N Pd/C HaN
T. Amb. (4 hs)

(1B) (2B)
P.M. (g/mol): 307 P.M. (g/mol): 277
P.f.:35-37°C

En un baldn de una boca provisto de agitador magnético, se colocé 0,300 g (0,98 mmoles)
de 3-dodeciloxi-nitrobenceno (1B) y 10 ml de CHCls. Se mantuvo la agitacién hasta observar la
disolucién completa del sdlido. A continuacién fue adicionado 8,6 ml de CH3OH, e
inmediatamente se tapd la boca del balén con un séptum y se procedid a purgar el sistema con
nitrogeno. Se agregaron dos puntas de espatula pequefia del catalizador de Pd/ C y luego de
unos minutos de agitacién de la mezcla de reaccién, se purgd con hidrégeno, la reaccién se llevd
a cabo a temperatura ambiente durante 4 horas. El crudo de reaccidn fue filtrado con embudo
con placa sinterizada cubierta con Celite. El sobrenadante obtenido se evapordé a presion
reducida. El producto (2B) fue conservado bajo atmésfera inerte y en frio. Como en el caso de la
reduccion de 4-dodeciloxi-nitrobenceno, la reaccidon se consideré completa debido a que el
seguimiento con TLC en cuba de hexano: éter etilico (1:1) (Rf=0.10 para el producto), demostré

la ausencia de compuesto de partida.
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7.1.2.9 Sintesis de 3-dodeciloxi-4 - hidroxiazobenceno (3B)

[(CH2)11-CH, /(CH2)11—CH3
@) 1). H>O: acetona (1:1) + HCI (37%) o
2). NaNO, en H,O ,NOOH
NH,  3) Fenol + Na,CO; + NaOH en H,O N
0°C —»T Amb.
16 hs.
(2A) (3B)
P.M. (g/mol): 277 P.M. (g/mol): 382
P.f.: 63-65°C

En un tubo de vidrio con tapa a rosca (TUBO N2 1), provisto de un agitador magnético, se
colocé 4,51 mL de la mezcla H,0: Acetona (1:1), junto con 0,45 mL de HCl concentrado. Se

mantuvo el contenido bajo agitacién a temperatura ambiente.

A continuacidn, en otro tubo de vidrio (TUBO N2 2) también provisto de agitador magnético,
se colocd 93,15 mg (1,35 mmoles) de NaNO; purificado y 2,25 ml de H,0. Se cerré el recipiente

con un séptum, se mantuvo la agitacidn en bafio de hielo y sal y atmésfera inerte.

En un dltimo tubo de vidrio (TUBO N2 3) conteniendo un agitador magnético, fue afiadido
131,6 mg de fenol (1,40 mmoles), 228,96 mg (2,16 mmoles) de Na,COs3, 52,86 mg (1,32 mmoles)
de NaOH. Se adicionaron 3,45 mL de H,0 por las paredes del recipiente y se tapd con un séptum.
Inmediatamente el tubo fue llevado a un bafio de hielo y sal, se realizé el purgado y se mantuvo

la agitacion bajo atmdsfera inerte y frio.

Una vez preparados todos los reactivos y solventes necesarios, se procedid a realizar la
reaccidn tal como se desarrollé en la seccién 7.1.2.5. La mezcla de reaccion se mantuvo bajo
continua agitacidn, atmdsfera inerte y en bafio de hielo y sal, hasta alcanzar espontdaneamente la

temperatura ambiente en el transcurso de las 16 horas en que se llevd a cabo la experiencia.

Luego de las 16 horas, se procediéd a medir el pH del crudo de reacciéon. Como el mismo
resultd ser acido, se adiciond NaOH al 37% hasta alcanzar la neutralidad. En un embudo con
placa sinterizada cubierta por papel de filtro fue filtrado el contenido del tubo, obteniéndose
0,28 g (0,74 mmoles; 76%) del compuesto (3B). Fueron realizados sucesivos lavados con H,0
MilliQ hasta observarse la ausencia de fenol en el sobrenadante. El compuesto fue recuperado

con CHCls y separado del solvente utilizando rotavapor.

La identidad del compuesto, asi como la eliminacion del fenol remanente, fueron
comprobados mediante TLC en una camara de hexano: éter etilico (1:1), donde se observo un Rt

= 0.45 para el producto.
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Las sefiales obtenidas en los espectros de *H-RMN y 3C-RMN del producto purificado fueron:

IH-RMN (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 0.81 (t, 3H, /= 6.9 Hz, CHs), 1.10-1.40 (m, 18H, CH.), 1.73 (m,
2H, CHa), 3.96 (t, 2H, /*= 6.0 Hz, OCH,), 4.50 (s, 1H, OH), 6.79-7.00(m, 3H, Ar-H), 7.14-7.22 (m, 3H,
Ar-H), 7.73-7.88 (m, 2H, Ar-H).

13C-RMN (CDCls) & (ppm): 12.35 (CHs), 21.00, 24.40, 27.70- 28.00 (CH,), 75.30 (OCH,), 110.50,
114.21, 114.82, 115.93, 123.30, 123.35, 127.94, 146.91, 148.00, 158.22 (Ar-C).

7.1.2.10 Sintesis de 3-dodeciloxi-4 - (1-hidroxitrietilenglicol) azobenceno (4B)

CH3(CHy)10CH20

K2CO3, CH,CN,  CH3(CH,)1oCH,0
TsOCH,(CH,OCH,),CH,0H N=N OCH,(CH,OCH,),CH,0H

reflujo, 32hs
(38) (4B)
P.M.(g/mol): 382 P.M.(g/mol): 515
P.F.: 63-65°C P.F.: 59-60°C

A una mezcla conteniendo 100mg (0.26 mmol) de 3-dodeciloxi-4'-hidroxiazobenceno y 400
mg (2.89 mmol) de K,COs;, fueron agregados 84 mg (0.276 mmol) de trietilenglicol p-
toluensulfonilo en 15 mL de acetonitrilo seco. La mezcla de reaccién fue mantenida a reflujo por
32 horas y luego se filtr6 en un embudo con placa sinterizada cubierta por papel de filtro. El
sélido fue purificado por columna cromatografica utilizando 6xido de aluminio neutro como
adsorbente y como mezcla de eluyentes CH,Cl,: MeOH. De esta manera se obtuvo 4B puro con

un 70% de rendimiento como un sélido rojo anaranjado.
Las sefiales obtenidas en los espectros de *H-RMN y 3C-RMN del producto purificado fueron:

IH NMR (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 0.81 (t, 3H, /= 6.9 Hz, CHs); 1.05-1.45 (m, 16H, CH,); 1.63-
1.67 (m, 4H, CH,); 3,84 (t, 2H, /= 6.0 Hz, CH,); 3,90 (t, 2H, J*= 6.0 Hz, OCH,); 7.00 (d, 1H, *= 8.10
Hz, Ar-H); 7.03 (d, 2H, /= 8.89 Hz, Ar-H); 7.37 (d, 1H, = 8.31 Hz, Ar-H); 7.39 (s, 1H, Ar-H); 7.49
(d, 1H, = 7.79 Hz, Ar-H); 7.90 (d, 2H, /*= 8.90 Hz, Ar-H).

BBC-NMR (CDCl3) & (ppm): 13.10 (CHs), 21.70, 25.10, 28.30, 28.60, 30.90 (CH,), 60.80, 67.20,
68.71, 69.45, 70.30, 71.40, 76.40 (OCH,), 105.40, 115.40, 115.50, 116.61, 123.70, 128.60, 153.00,
153.10, 158.90, 160.20 (Ar-C).

Las sefiales obtenidas en los espectros de masas fueron
EM-FAB: (m/z): 515,40 (M*+ 1H")
EMAR: calculado para C3oH47N;0s: 515,3485. Encontrado: 515, 3482.
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7.1.2.11 Sintesis de trietilenglicol p-toluensulfonato®

o)
Q HOCH,(CH,OCH,),CH,OH i

HsC $—Cl » HsC N Ve NS NG T
EtsN  0°C/ 1h. 0

o}
P.M. (g/mol) 190,5 CHCl, 3h.ta.

P.M. (g/mol): 304
Rd: 31%, 24hs.

En un baldn fueron mezclados 0,78 g de 2- [2- (2- hidroxietoxi) etoxi] etanol (trietilenglicol)
(1 mol); y 162,3 pL de trietilamina (EtsN, previamente destilada) (1,5 mol) en 4 mL de CHCl,
(160mL). El sistema se purgo con N, luego fue agregado 0,5 g de cloruro de tosilo (cloruro de p-
toluensulfonilo, previamente purificado’ (0,5 moles), a 0 °C en 1 hora. La mezcla de reaccién fue
mantenida bajo agitacidon por 3 horas a temperatura ambiente y 1 hora a reflujo para completar
la reaccidn. El seguimiento de la reaccién fue realizado por TLC de silice gel, CHCls/MeOH, (10:1).
El crudo de reaccion fue vertido en 3 mL de una solucién de HCI 6M enfriada en un recipiente
con hielo. Luego de la separaciéon de las capas en ampolla de decantacion, la acuosa fue extraida
con CHCIl3 (6 x 3 mL). Las fases organicas reunidas fueron lavadas con NaHCOs (2 mL) (eliminar el
excedente de EtsN) y NaCl (2mL). Fueron secadas con MgS0O, (4 espdtulas) y tras filtracion y
posterior evaporacion del solvente se obtuvo una mezcla oleosa de ambos productos mono y
ditosilado 2- [2- (2- hidroxietoxi) etoxi] etanol. Para separar la mezcla de tosilados, la mezcla fue
disuelta en 3 mL de MeOH vy llevada al freezer (-20 °C) durante toda la noche para que precipite
el ditosilado. El producto monotosilado puro fue obtenido con un 31% de rendimiento como un

aceite, tras separacion del ditosilado por filtracidn y evaporacion del solvente bajo vacio.
Las sefiales obtenidas en los espectros de *H-RMN y *C-RMN del producto purificado fueron:

IH NMR (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 2.45 (s, 3H, CHs); 3.5-3.8 (m, 10 H, OCH,); 4.1-4.2 (m, 2H,
OCH,); 7.34 (d, 2H, J3,= 8.7 Hz, Ar H-3); 7.80 (d, 2H, J»3= 8.7 Hz, Ar H-2).

13C-NMR (CDCls) & (ppm): 21.55 (CHs); 61.70 (CH,OH); 68.69, 69.10, 70.28, 70.75, 72.46 (OCH,);
127.92 (Ar C-3); 129.79 (Ar C-2); 133.07 (Ar C-4); 144.80 (Ar C-1).

7.1.3 Espectroscopia Uv-Vis:

Los datos espectroscopicos fueron adquiridos en un Espectrofotémetro JASCO V-630BIO
equipado con un sistema Peltier EHCS-760 para el control de la temperatura. Las medidas se

llevaron a cabo a 25 °C. Para realizar las determinaciones espectroscdpicas las muestras fueron

8 D. N. Reihhoudt et al., 'Synthesis of Uranyl Salophene Metallo-Macrocycles with Additional Funstional groups' (1992)
Synthesis 119.
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disueltas en CHCIl; grado HPLC a concentraciones entre 7,5 y 10 uM. En todos los experimentos
se utilizaron cubetas de cuarzo con tapa de cierre hermético. Los mismos experimentos fueron
también realizados en EtOH y MeOH observandose A msx equivalentes a las presentadas para
cada compuesto, aunque la resolucion de los resultados de fotoconversion en el
espectrofotémetro utilizado fue mayor utilizando CHCls. Se llevé a cabo un barrido espectral
entre 200 y 500nm. Los experimentos de fotoirradiacion E-Z fueron realizados con una [dmpara
de arco de mercurio de 8 watts con filtro de 360 nm de Pleuger Antwerp Brussels. En todos los
casos también se utilizé una [dmpara de iluminaciéon de 150 watts sin observar diferencias. Los
experimentos de irradiacién Z-E se llevaron a cabo con luz blanca proveniente de un foco de 60
watts. Ambos experimentos fueron realizados manteniendo la temperatura de las muestras a 20

1 5 °C usando un bafio de agua fria.
7.1.4 Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

Breve teoria del método: La Calorimetria Diferencial de Barrido, cominmente conocida
como DSC, acrénimo del nombre inglés “Differential Scanning Calorimetry”, es la técnica
experimental mds directa y precisa para caracterizar sistemas moleculares bien definidos, cuyas
estructuras estan estabilizadas por numerosas fuerzas débiles y, por consiguiente, susceptibles
de experimentar transiciones conformacionales y/o cambios de fase al modificar Ia
temperatura.® Constituye, consecuentemente, la técnica mds adecuada para caracterizar
termodinamicamente desde organizaciones mas simples como las de sistemas anfifilicos, a

sistemas mas complejos,® como proteinas y biomembranas.

El uso de DSC nos permite medir la capacidad calorifica aparente de una disolucion
macromolecular como una funcidn continua de la temperatura, obteniéndose asi lo que
comunmente se denomina termograma. Compara las diferencias entre la energia adquirida o
liberada por una muestra y una referencia adecuada en funcion de la temperatura o el tiempo,
mientras que la muestra y la referencia estdn sujetas a un aumento o a una disminucion
controlada de temperatura. La forma y el tamafio del pico resultante contienen informacion
sobre el tipo de transiciéon implicada y la cantidad de energia que requiere la transicién. 1t A
partir de esta funcién es posible, si el sistema macromolecular esta bien definido, determinar los

parametros termodindmicos asociados a la transicién inducida por la temperatura: cambios de

% M. Brown, Handbook of Thermal Analysis and Calorimetry, Elsevier, Amsterdam (1998).

10 M. H. Chiu y E. J. Prenner, 'Differential scanning calorimetry: An invaluable tool for a detailed thermodynamic
characterization of macromolecules and their interactions' (2011) 3 (1) Journal of Pharmacy and Bioallied Sciences 39.
11 physical Methods of Chemistry, 2" ed, Vol. 6: Determination of Thermodynamic Properties Ed. Rossiter, B. W.;
Baetzold, R. C. John Wiley&Sons Inc. 1992

144



Capitulo VII: Materiales y métodos del Capitulo Il

entalpia (AH), de entropia (AS), de energia de Gibbs (AG) y de la capacidad calorifica (ACp).12 Asi,
esta técnica se utiliza para determinar puntos de fusion, polimorfismo y pureza para sistemas de
un componente, asi como la organizacidn de estados liquidos cristalinos y otras formas de auto-
organizacion. Los "picos" que se originan en las areas bifasicas son amplios y pueden ser dificiles
de observar ya que la energia de transicidn se extiende a lo largo de un intervalo de temperatura

grande.®

Anillg de plata Disco )
| termoelécirice
\ Entrada del gas [constantan}
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Cazoleta de R \\% E).f"ﬂ' ‘f'J'J"T )
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Figura 7.1 Imagen del Analizador Térmico DSC Q-20 TA-Instruments y Esquema de una celda de flujo de
calor. El calor fluye hacia la muestra como hacia el material de referencia a través de un disco
termoeléctrico de constantan calentado eléctricamente. La diferencia entre el flujo de calor hacia la
muestra y la referencia se controla mediante unos termopares de superficie de chromel/constantan
formados por la union entre la plataforma de constantan y los discos de chromel sujetados a la parte

inferior de la plataforma.

Procedimiento experimental: Todas las mediciones calorimétricas presentadas en la
presente tesis se realizaron con un calorimetro diferencial de barrido Q20 (TA Instruments)
(Figura 7.1). Este equipo mide la temperatura y los flujos de calor (mW=mJ/s) asociados con
transiciones en el material en funcién del tiempo y de la temperatura bajo una atmodsfera

controlada de nitrégeno.

Las muestras fueron preparadas usando cdpsulas de aluminio (pans) cerradas
herméticamente, las cuales han sido pesadas en balanza analitica con + 0.00001 g de precision.

Las muestras fueron tratadas bajo condiciones de vacio a 35°C durante 24 horas para la

12 J, Mc. Naughton y C. Mortimer, Calorimetria Diferencial de Barrido, Perkin Elmer Corporation, (1975).
13 G. C. Chernik, 'Enthalpies of non-isothermal phase transitions in binary systems' (1993) 220 Thermochim. Acta 37.
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obtencién de sélidos estables para su pesada. A cada cdpsula utilizada para las medidas

calorimétricas se le agregd entre 5y 10 mg en peso seco de cada compuesto.

El equipo dispone de un software que permite editar un programa especifico de
temperaturas. En este experimento, se realizaron 5 barridos de los ciclos térmicos determinados

para cada compuesto y fueron presentados los datos obtenidos del 2° barrido en cada caso.

Ciclo térmico para 3A: El primer barrido consistid en la estabilizacién de la muestraa 0 °Cy
posterior aumento de la temperatura hasta alcanzar los 120 °C a una velocidad constante de 5
°C/minuto. Este primer barrido permite borrar la historia térmica del material. El segundo
barrido consiste en un enfriamiento hasta 25 °C a una velocidad programada de 5 °C/minuto y
posterior calentamiento hasta 120 °C a una velocidad de 5 °C/minuto. Se repiten las rampas de

temperatura hasta un total de 5 barridos.

1°" ciclo térmico para 3B: estabilizacién de la muestra a 0 °C; rampa de calefaccién de 25 °C a
100 °C a 5 °C/minuto; rampa de enfriamiento de 100 °C a 25 °C. Se repiten las rampas de

temperatura hasta un total de 5 barridos.

1¢" ciclo térmico para 4A: estabilizacién de la muestra a 0 °C; rampa de calefaccion de 25 °Ca
250 °C a 5 °C/minuto; rampa de enfriamiento de 250 °C a 25 °C. Se repiten las rampas de

temperatura hasta un total de 5 barridos.

1°" ciclo térmico para 4B: estabilizacién de la muestra a 0 °C; rampa de calefaccion de 25 °C a
130 °C a 5 °C/minuto; rampa de enfriamiento de 130 °C a 25 °C. Se repiten las rampas de

temperatura hasta un total de 5 barridos.

7.1.5 Microscopia Optica de Luz Polarizada (POM) con platina de temperatura controlada y

placa de retardacion de 1A.

Breve Teoria del método: A través de esta técnica, se puede determinar la presencia de las
diferentes mesofases en funcién de los cambios de temperatura. Al observar la muestra entre en
un microscopio con polarizadores cruzados, se puede obtener informacién sobre la anisotropia
de la misma. Las fases que aparecen oscuras cuando se ven entre polarizadores cruzados se
describen como isotrdpicas, mientras que aquellas que se ven brillantes son anisotrdpicas. Estas
expresiones que se refieren a propiedades Odpticas, también se usan para describir las
estructuras de fase. Las estructuras isotrdpicas son idénticas a lo largo de cualquiera de las tres
direcciones ortogonales en el espacio, mientras que las anisotrdpicas no lo son. La actividad

Optica de las fases anisotrdpicas se debe al hecho de que los indices de refraccion varian
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dependiendo de la direccion de polarizacién de la luz incidente con respecto a la estructura de la
fase. Cuando la luz pasa por una fase anisotrépica, el rayo emergente se divide en dos rayos
paralelos, uno para el cual el indice de refraccién, n, es independiente de la direccién (el

ordinario) y uno para el cual n varia con la direccién (el extraordinario)

Figura 7.2 Efecto de las fases anisotrdpicas en la luz polarizada. A) polarizadores cruzados, sin muestra. No
se transmite la luz. El mismo efecto se obtiene cuando se inserta una muestra isotrépica entre los

polarizadores b) polarizadores cruzados, muestra anisotrépica. La luz es transmitida.

El resultado es que un componente vectorial no nulo de la luz emergente es transmitido por
el analizador, y tal confluencia hace que aparezca brillo. Dependiendo de la estructura del cristal
liquido observado, se producen diferentes patrones.!* > El cizallamiento o desplazamiento
lateral de las moléculas producido por una fuerza externa, induce anisotropia facilmente
observable, o birrefringencia, en todas las fases cubicas (tanto cristales como cristales liquidos) y
en soluciones micelares con micelas filiformes largas cilindricas o enredadas. Esto se describe

como birrefringencia de corte o flujo.®

Procedimiento Experimental: La microscopia dptica se realizd con un microscopio de
polarizacién Nikon Eclipse E-200 POL (Tokio, Japdn). Las transiciones de fase fueron analizadas a
través de un microscopio Karl Zeiss, modelo Phomi Ill POL con platina calefactora marca Mettler
modelo FP52 (PLAPIQUI). Cada una de las muestras fue puesta sobre porta y cubre dentro de
una cavidad que posee la platina calefaccionadora. La eleccién de las temperaturas a las cuales
se observaron las muestras fue determinada previamente por DSC. De esta manera, se puso en
evidencia la presencia de cada mesofase a la temperatura de transicidn y ademads, se pudo

observar como se produce el cambio de estas fases al variar la temperatura. Las

14 R. G Laughlin, The aqueous phase behavior of surfactants, 1st ed.; Academic Press: San Diego, (1996).

15 F.J. Bueche, Introduction to Physics for Scientists and Engineers, 4t ed.; McGraw-Hill Book Company, NewYork,
(1986).

16 S.). Johnson y G.G. Fuller, 'The Optical Anisotropy of Sheared Hematite Suspensions' (1988) 124 J. of Coll. And
Interfac. Sci. 441.
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microfotografias fueron tomadas con y sin polarizadores cruzados, y en algunos casos con un

intercalado de una placa de retardacion de 1A.
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7.2 Materiales y Métodos del Capitulo IV

7.2.1. Materiales

Lipoid s75™ conteniendo un 69-75% de fosfatidilcolina fue comprada en Lipoid Co.
(Alemania). Fueron utilizados CHCl; y MeOH calidad HPLC. El agua fue purificada por un sistema
MilliQ (Millipore, Billerica, MA), para obtener un producto con una resistividad de ~ 18,5 MQ y

ausencia de impurezas con actividad superficial.’’
7.2.2 Monocapas de Langmuir

Breve descripcion del método: Las monocapas insolubles o de Langmuir se aplican al
estudio de las interacciones y afinidades entre diferentes anfifilos y las interfases aire-agua o
aire-lipido. Se producen y caracterizan en un instrumento que se conoce como balanza de
Langmuir, el cual consta de una cubeta que contiene la subfase acuosa y cuenta con barreras
moviles que son usadas para comprimir la monocapa. Esta cubeta estd construida con materiales

hidrofébicos como el Teflon.

En la Figura 7.3 se muestra una representacion de una balanza de Langmuir como la que se
usé en este estudio. La muestra en estudio fue preparada disuelta en un liquido inmiscible en

agua, como el cloroformo, o mezcla de este con metanol (1:1).

El estudio se basa en la formaciéon de una monocapa con la o las moléculas de interés a
través de la siembra de una cantidad conocida de las mismas sobre una subfase acuosa, para
luego, comprimirlas y expandidas utilizando las barreras méviles una vez que el solvente se haya
evaporado. La formacién de la monocapa, cuando se trabaja a temperatura constante, es
evidenciada por medio de la isoterma de compresidn, en la cual se grafica el cambio en la
presién superficial (rt) en funcién del drea molecular promedio (MMA), 18 o sea, el drea o seccidn
promedio que ocupa cada molécula en todo el drea circunscripta entre las barreras, en A2. Esta
medida se realiza generalmente en pseudo equilibrio dado que existe una compresién constante

de la monocapa a medida que va registrandose la m en mN/m a una temperatura, T en °C.

171, Bianco y B. Maggio, 'Interactions of neutral and anionic glycosphingolipids with dilauroylphosphatidylcholine and
dilauroylphosphatidic acid in mixed monolayers' (1989) 40 Colloids Surfaces 249.
18 N.M. Jones y D. Chapman D, Micelles, Monolayer and Biomembranes, Wiley-Liss, New York, pp 58-60 (1995).
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Figura 7.3 Representacidon esquematica de una Balanza de Langmuir que posee ademds, una sonda de

potencial superficial.

Una propiedad de interés de las moléculas que puede ser estudiada formando estas
peliculas es la eléctrica. Esta puede evaluarse por medio de medidas de potencial superficial
(AV). La adsorcion de una pelicula monomolecular a una subfase, trae como consecuencia un
cambio en la funcién trabajo y por lo tanto, del potencial superficial. Este, AV, se produce como
la diferencia entre el potencial de la subfase descubierta y el producido cuando se encuentra la
pelicula. Este potencial se puede medir mediante la técnica del capacitor vibrante o, como en

este trabajo de tesis, con la de ionizacién.®

Procedimiento Experimental: Isotermas de Compresion. Presién Superficial-Area Molecular.
Se realizaron isotermas de compresién a 24 ° Cy 13 °C para los compuestos 4A y 3A. Estos
compuestos se disolvieron en una mezcla de metanol/cloroformo (2:1) para obtener una
solucidn de concentracion total de 1 mg/ml que se extendié en una cubeta de Teflén de 266 cm?
rellena con 200 ml de subfase. La concentracion final de Lipoid s75 también fue de 1 mg/ ml. Se
utilizé el mismo protocolo para la obtencién de las monocapas constituidas por la mezcla de
Lipoid s75: 4A (80:20 mol%). La solucidn acuosa utilizada como subfase fue una solucién salina a
pH ~ 5,5 (NaCl 145 mM) para todos los experimentos de monocapas. La pelicula se dejé reposar
durante 5 minutos para la evaporacién del disolvente y para alcanzar la relajacion a < 0.1 mN/m
antes de ser comprimida isométricamente (la velocidad de compresién fue de 2 + 1 A> molécula™

min?, dependiendo de las propiedades de compresibilidad de la pelicula) hasta la presién

objetivo.

La presion superficial se determiné con una placa de Pt usando el método de Wilhemy y se
midid y registré continuamente el area total de la pelicula utilizando un equipo KSV Minicuveta

(KSV, Helsinski, Finlandia) el cual se encuentra dentro de una cubierta acrilica enriquecida

19 p, Dynarowicz, A. Dhanabalan y O. N. Oliveira Jr., 'Modern physicochemical research on Langmuir monolayers'
(2001) 221 Advances in Colloid and Interface Science 91.
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continuamente con gas N, para prevenir la oxidacién lipidica.?’ El drea molecular promedio
(MMA) fue calculada para cada experimento a partir del area total de la monocapa y los datos de
concentracién de la solucidn de cada compuesto. La temperatura de la subfase (+ 0,5 °C) se
controlé mediante un bafio de circulacién externo y se mantuvo a 25 °C, a menos que se indicara

lo contrario.

Un experimento representativo de un conjunto de tres experimentos independientes se
muestra en cada una de las figuras que difieren en MMA y las medidas de presidn superficial en

menos de 2 Azy 0,2 mN/m, respectivamente.

Con el fin de analizar el comportamiento elastico de la pelicula de moléculas adsorbidas, fue
calculado el médulo de compresibilidad, Cs?, a partir del calculo de la pendiente de la curva t en
funcion de MMA, datos extraidos de la correspondiente isoterma utilizando la siguiente

ecuacidon®

C,'= _MMA(d%MMA)T

(Ecuacion 7.1)

donde MMA, representa al drea molecular promedio, en A% 1t es la presidn superficial en
mN/m y T la temperatura en °C. Las medidas fueron realizadas en condiciones de oscuridad para

4A (2).
7.2.3 Medidas de BAM

Breve descripcion del método: La microscopia de angulo de Brewster (BAM) muestra la
organizacién bidimensional de una monocapa en una balanza de Langmuir, incluido el tamafio,
la forma y la heterogeneidad de los dominios en los sistemas anfifilicos. En este instrumento la
fuente de luz emite luz polarizada, la cual incide sobre la superficie descubierta o limpia de la
subfase con un angulo de 53,1°. Este es el angulo de Brewster. La imagen recolectada por el
detector en este caso es el fondo, observandose una imagen obscura porque no hay luz
reflectada. En estas condiciones, cuando aparece una monocapa sobre la subfase y la luz
polarizada incide sobre esta, se genera una modificacién de las condiciones del angulo de
Brewster y se detecta una imagen diferente a la del fondo. Asi se pueden observar los diferentes

estados bidimensionales de las monocapas.

20 E, Brown y H. Brockman Methods in Molecular Biology, 398, pag 41, (2007).
21 G. L Gaines, Insoluble Monolayers at Liquid-Gas Interfaces, Interscience Publishers: New York (1966).
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Procedimiento Experimental: Las monocapas de 4A (Z) y 4A (Z) se prepararon como se
describe mas arriba, usando un equipo de monocapas pequefio (KSV, Helsinski, Finlandia). Esta
balanza de Langmuir se montd sobre un Elipsémetro Nanofilm EP3 (Accurion, Goettingen,
Alemania) utilizado en la modalidad de BAM. El cero de reflexién se establecié con un laser
polarizado de A = 532 nm, incidiendo sobre la superficie acuosa descubierta (agua sin
monocapas) calibrado experimentalmente en el angulo de Brewster (~ 53,1°). Después de la
formaciéon de la monocapa y de su compresién, la luz reflejada se recogié mediante un objetivo
20X. Bajo las condiciones de calibrado establecidas, el nivel de gris de cada pixel de las imagenes
de BAM esta directamente relacionado con el cuadrado del espesor de la pelicula y el indice de
refraccidn, en peliculas que no muestran actividad dptica;?? en caso contrario, el nivel de grises

también depende de la orientacidn 2D del cristal.
7.2.4 Fotoisomerizacion de las monocapas

Los experimentos de fotoirradiacién E-Z tanto para las monocapas de 4A puro como para las
mezclas [Lipoid s75: 4A (80:20 mol%)] en agua fueron realizados con la misma lampara utilizada
para la irradiacidon de 4A en CHCls (seccidn 7.1.3). La diferencia se evidencié en los tiempos de
irradiacion, en este caso de 40 minutos para alcanzar el PSS informado. Para realizar las
mediciones las monocapas fueron mantenidas en condiciones de oscuridad. Los espectros UV

fueron adquiridos en el equipo ya mencionado.
7.2.5 POM

Las muestras fueron preparadas colocando una gota de cada dispersiéon en una
concentracidén de 2,8 mg/ml, entre porta y cubre objeto. Las microfotografias se realizaron a

25°C, bajo polaroides cruzados (Nikon Eclipse E200 POL con camara Nikon acoplada).
7.2.6 DSC

Las muestras fueron preparadas usando cdpsulas de aluminio cerradas herméticamente,
pesadas en balanza analitica con + 0.00001 g de precision. A las cdpsulas se les adicioné 10 mg
del correspondiente compuesto o dispersiones acuosas (2.8 mg/mL) hasta completar el mismo
volumen final por cdpsula: (a) 4A (E) sdlido; (b) dispersion vesicular multilamelar de Lipoid s75
puro; (c) mezclas de dispersiones laminares de Lipoid s75: 4A (E); y (d) mezclas de dispersiones

laminares de Lipoid s75: 4A (Z), obtenidas por irradiacion de la mezcla Lipoid s75: 4A (E) por 40

22M. L. Fanani, B. Maggio, 'Liquid-liquid Domain Miscibility Driven by Composition and Domain Thickness Mismatch in
Ternary Lipid Monolayers' (2011) 115 J. Phys. Chem. B 41.
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min. con luz UV (360 nm, 8 Watts). Este mismo procedimiento fue realizado a las membranas
vesiculares de Lipoid s75 puro, sin observar cambios fisicos significativos. Los ciclos térmicos
establecidos para todas las muestras fueron: enfriamiento de 25 °C a 0 °C; estabilizacién a 0 °C x
3min; rampa de calentamiento hasta 120 °C a una tasa de 5 °C/min; rampa de enfriamiento
hasta 25 °C, tasa 5 °C/min, estabilizacion a 25 °C x 3min. Todas las medidas calorimétricas

presentadas corresponden a los segundos barridos de cada ciclo térmico.
7.2.7 Monocapas de Gibbs

Para lograr la adsorcién de los azoanfifilos a la interfaz aire/ agua descubierta se aplicé el
siguiente procedimiento: se inyectd 4A (25 plL de solucion de E, o 50 pL de Z) en metanol en el
seno de la subfase acuosa de una cuba de Teflédn bajo agitacidon continua [volumen de la subfase:
15 ml, concentracién final de la subfase 3,2 uM para 4A (E) y 6,39 uM para 4A (Z)]. Se registraron
los cambios en la presidn superficial y el potencial superficial a drea constante en funcién del
tiempo, de esta manera se establecié una monocapa de Gibbs para cada uno de los compuestos.

La presioén superficial se determiné como se ha descrito anteriormente.

Las curvas de adsorcidon se efectuaron sobre una superficie sin fosfolipidos y otra con
monocapas de los fosfolipidos constituyentes del Lipoid s75 ™. En este Ultimo caso las curvas de
tiempo de penetracidn se realizaron por deposicidn de una solucidn cloroférmica de Lipoid s75
™ en la interfase aire/ agua para formar una monocapa de fosfolipidos previo a la inyeccién de
4A en la subfase. Fueron utilizadas diferentes concentraciones del Lipoid, que dieron lugar a

distintas presiones superficiales iniciales (mN/m).

El equipo utilizado fue una balanza de Langmuir circular (Monofilmetter) construida en el
laboratorio, controlada por una unidad electrénica. Todos los experimentos se realizaron a 23 +

2 °C. Las mediciones se realizaron en oscuridad cuando se trabajé con 4A (2).
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7.3 Materiales y Métodos del Capitulo V

7.3.1 Determinacion de la concentracion de agregacion critica (CAC)

Las muestras fueron preparadas a partir de una madre (0,1 M) agitando con iman en H,0O
tridestilada a temperatura ambiente. Se obtuvo por dilucién un set de concentraciones (1.10* M
- 5.107 M) las cuales fueron directamente utilizadas en las mediciones de los experimentos de
DLS (ver seccién 7.3.5) y UV (ver seccién 7.3.6) a diferentes temperaturas seleccionadas entre

0°C-90°C.

7.3.2 Sintesis de vesiculas por evaporacion inducida (EISA)

Se desarrollé un protocolo para inducir la formacion de agregados basandonos en la técnica
de obtencién de un film delgado. El procedimiento consistié en la formacion de una pelicula
organica homogénea por evaporacion a vacio, a temperatura ambiente, de una disolucién del
anfifilo E (E-Z 95:5, 19mM) en cloroformo, expuesta a luz blanca. Con el fin de hidratar el film, se
adiciond al balén agua MilliQ a la temperatura de transicion del estado liquido cristalino (70°C),
bajo ligera agitacion por 2hs. Finalmente se agitd vigorosamente utilizando un vértex para
obtener la suspension del film por desprendimiento de las paredes, y posteriormente se
procedid a la sonicacion de la muestra (3 ciclos de 3 min a 25 °C). La dispersion asi obtenida fue
incubada por al menos dos dias a 0°C para lograr la formacién de una suspension de vesiculas

color amarillenta en el exceso de solucién acuosa, de concentracion aproximada 0,5mM.
7.3.3 POM

Las muestras fueron preparadas colocando una gota de cada dispersibn en una
concentracidon de 2,8 mg/ml, entre porta y cubre objeto. Las microfotografias se realizaron a

25°C, bajo polaroides cruzados (Nikon Eclipse E200 POL con cdmara Nikon acoplada).
7.3.4 Microscopia electronica (EM)

La utilizacién de estas técnicas requiere la preparacion previa de la muestra debido a que la
misma debe ser analizada en condiciones de alto vacio y debe ser eléctricamente conductiva. El
método es bastante invasivo pero una magnificacion de mas de 200000 veces ofrece una
resolucién de 10-20 A. Para la preparacion de las muestras se utilizé agua Milli-Q obtenida de un
sistema de ultrapurificacion SMART SYNERGY UV. Todas las muestras fueron realizadas por
duplicado. Fueron preparados los controles correspondientes usando agua sin azoanfifilo, en los

cuales no se observaron vesiculas o esferas. Las muestras fueron sometidas a envejecimiento de
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1 semana a 1 mes para inducir la organizacidon supramolecular. La evaluacidn estadistica se

completé utilizando el software Image J.

7.3.4.1 Microscopia de Transmision Electrénica (TEM)

Breve descripcion del método: El Microscopio de Transmisidn Electrénica (TEM) utiliza como
fuente de iluminacién un haz de electrones en lugar de luz que es dirigido y focalizado a través
de una muestra mediante lentes electromagnéticas en un ambiente de alto vacio. Las imdgenes
y los contrastes asociados derivan de las diferencias regionales en las densidades electrdnicas.
Esta técnica tiene una resolucidn de aproximadamente 1 a 100 nm, y por lo tanto puede
proporcionar informacion estructural muy detallada sobre materiales poliméricos, incluso hasta

el nivel molecular.

Al formarse la imagen, las zonas que mas desvian los electrones aparecerdn mas oscuras que
las que desvian menos. La magnitud de cambio de la trayectoria y pérdida de energia aumenta
con el nimero atémico. En las muestras orgdnicas compuestas por C, H, O, N, S esas diferencias
son escasamente apreciables debido a que las moléculas son atravesadas por los electrones con
facilidad. Por este motivo es necesario realizar una serie de tinciones que introducen atomos
pesados (Os, U, Pb, etc.) selectivamente en determinadas partes de la muestra. Las muestras en
suspension (microparticulas, nanoparticulas, virus, etc.) pueden estudiarse facilmente
aumentando el contraste mediante tincidn negativa. Mediante este procedimiento se tifie el
entorno de la muestra donde se impide el paso de los electrones. Como resultado se obtiene
imagenes con un fondo oscuro adecuado sobre el que queda contrastada la estructura. Las
soluciones de contraste mas utilizadas son acetato de uranilo (1%) o acido fosfotlingstico al 1-

2% 23,24

Las secciones ultrafinas de tejidos o muestras en suspensién se colocan sobre rejillas
portaobjetos metdlicos de 3 mm (grid). Para la visualizacién de muestras particulares es
imprescindible aplicar previamente sobre la rejilla una membrana de soporte de Formvar o

carbono.

23 M. A. Hayat, Principles and techniques of electron microscopy, University Press: Cambridge, (2000).

24 D, S. Booth, Agustin Avila-Sakar y Yifan Cheng, 'Visualizing Proteins and Macromolecular Complexes by Negative
Stain EM: from Grid Preparation to Image Acquisition' (2011) 58 Journal of Visualized Experiments : JoVE (Pt MyJove
Corporation) 3227.
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Figura 7.4 Ejemplo de tincién negativa de vesiculas multilaminares.

Preparacién de las muestras: cada alicuota de muestra (5 uL) se deposité sobre un grid de
cobre o niquel (200 mesh) recubierta con Formvar. Después de 5 min de interaccion, el exceso
de liquido se elimind por capilaridad. La muestra se tind negativamente con 2% de acetato de
uranilo en agua. Después de 2 min, se retird el exceso de fluido, se dejo secar y se observé en un

microscopio JEOL 100CX Il con un haz de 100 kV.

El acetato de uranilo es un agente de tincién negativa, por lo que a diferencia de otros,
rodea a las estructuras de los autoagregados. De esta manera, las nanoesferas se observan como
una region clara con un borde oscuro debido a la interaccidon de este agente con la superficie de

las mismas.

7.3.4.2 Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

Es otra técnica de microscopia electronica muy valiosa con una resolucion de
aproximadamente 5 nm. En SEM un fino haz de electrones es escaneado a través de la
superficie de una muestra opaca, y un detector apropiado recoge los electrones emitidos desde
cada punto. De esta manera, una imagen que tiene una gran profundidad de campo y una
apariencia tridimensional notable se construye linea por linea. Para producir imagenes estables,
se suele recubrir la muestra con una pelicula conductora. En la mayoria de los casos, se usa una
aleacion de oro o de oro-paladio para revestir la superficie ya sea por evaporacién o por
pulverizacién catddica. El espesor tipico de la pelicula es de aproximadamente 20 nm. Otra
ventaja de recubrimiento es que los materiales del recubrimiento pueden dar un alto

rendimiento de electrones secundarios y por lo tanto aumentar el contraste de la imagen.

Preparacion de las muestras: cada alicuota de la muestra (20 plL) fue depositada sobre una
superficie de vidrio no revestido. Después de 5 min de interaccion, se elimind el exceso de fluido
y se dejo secar en una placa de Petri. Las muestras resultantes se metalizaron con Au (0)
utilizando el metalizador de pulverizacidon Pelco 91000 y se observaron a través de un equipo
JSM-35 CF equipado con detector de electrones secundarios (EVO 40). Todas las imagenes

fueron analizadas utilizando el software Image J.
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Por SEM se corroboraron los resultados obtenidos mediante TEM y debido a las caracteristicas
de esta microscopia, se pudo obtener imagenes con detalles topograficos de las estructuras

presentes.
7.3.5 Dispersion de Luz Dindmica

La dispersién de luz dindmica (también conocida como PCS — Espectroscopia de correlacion
de fotén) mide el movimiento browniano y lo relaciona con el tamafio de las
particulas. Esto lo hace iluminando las particulas con un Ildser y analizando las
fluctuaciones de intensidad en la luz dispersa. Este método da una informacidén sobre el tamafio
de los agregados en solucién. Permite seguir la agregacion en el tiempo y los cambios
estructurales con la concentracidn o debido a distintos estimulos, como por ejemplo la variacion

del pH, afiadido de sales, temperatura, etc.

Las mediciones de DLS se realizaron usando el espectrometro Zetasizer-Nano® de Malvern.
Las mediciones convencionales se realizaron con un angulo de dispersién fijo (6) de 90° a 25,0
0,1 °C. En el caso del experimento de determinacién de CAC se programd una rampa de
temperaturas de 25 °C a 80 °C y se midié la dispersidon de luz de un set de muestras del

azoanfifilo en agua a diferentes concentraciones entre 1.10%M -5.107 M.
7.3.6 Espectroscopia Uv-Vis

Los espectros de absorcion UV-Vis fueron realizados en un espectrofotometro JASCO V-
630BI0 equipado con un peltier EHCS-760 que permite el control de la temperatura. A través del
mismo se programaron rampas de temperatura para el experimento de determinacion de CACy
se midié la absorbancia haciendo un barrido de 25 °C a 80 °C al Amsx correspondiente. Las rampas
de temperatura ascendente y descendente para los azoniosomas 4A (E) y 4A (Z) fueron

establecidas entre 0y 90 °C.
7.3.7 Espectroscopia de Fluorescencia

Las mediciones de fluorescencia en estado estacionario se llevaron a cabo usando un
espectrofluorimetro Jasco FP 8300 provisto con ldmpara Xe con carcasa de lampara blindada,
(Shielded Lamp Housing, 150 W) y una célula Peltier intercambiable para el control de la

temperatura.
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7.3.7.1. Encapsulamiento y liberacion de calceina

Para obtener azovesiculas cargadas con calceina se realizé el ya mencionado protocolo de
EISA descripto en el apartado 7.3.2. Una vez obtenida la pelicula orgdnica seca de 4A (E)
adherida sobre la superficie de vidrio del balén, se realizd su rehidratacién en buffer Hepes 5
mM, 50 mM NaCl, 100 mM de Calceina, pH 7 a 65°C por 2 horas, con agitacion rotatoria suave a
través del rotavapor. Con el fin de disminuir el tamafno de las vesiculas, la dispersion resultante
fue sonicada por 3 minutos a temperatura ambiente. Luego de la sonicacidon la sonda
fluorescente libre fue separada de las azovesiculas por cromatografia de exclusion por tamafio
utilizando una columna de SEPHADEX G-100 equilibrada con el buffer iso-osmdtico HEPES 5 mM,
150 mM NacCl, a pH 7.0. Para la separacién cromatografica se dispuso de una columna de 1 cm
de didmetro en la cual el gel fue empaquetado al momento de realizar la cromatografia. La
dispersion de azovesiculas se depositd cuando el nivel de eluyente alcanzé la parte superior del
gel. El flujo del buffer fue impulsado por simple gravedad. Se dejé que la muestra penetrara
completamente en el gel antes de anadir el pequefio volumen de buffer repetido para proceder
a la elucién. La liberacidn pasiva de las nanoazovesiculas (E) fue inferior al 10% después de dos

dias en la oscuridad.

Para evaluar la liberacién fotoinducida de la calceina contenida en los azoniosomas la
muestra fue irradiada a 310 nm en ciclos de irradiacion de 3 minutos de duracidn, por un tiempo
total de 20 min. La irradiacidn se llevé a cabo en el espectrofluorimetro Jasco FP 8300 a 25°C y
los cambios en la intensidad de fluorescencia de la muestra a Aexe= 495 Nm y Aem = 515 nm fueron
monitoreados a los tiempos 0, 3, 6, 9, 12, 15 y 18 min., posteriores a cada ciclo de irradiacion.
Los espectros de emisidon fueron adquiridos entre 500-640 nm, utilizando pasos o slits de

excitacion y de emisién de 5 nm, respectivamente.

Se realizaron los respectivos controles de la sonda expuesta a la temperatura de trabajoy a
un tiempo mdaximo de 20 min de irradiacién sin evidenciarse cambios significativos en la

intensidad de fluorescencia.
7.3.7.2 Liberacion total de calceina utilizando Triton X-100 (TX-100)

El experimento de desorganizacidon de los azoniosomas se llevd a cabo agregando volumenes
crecientes de una dilucidn 1:100 de Tritdn X-100, a la dispersion vesicular previamente sonicada
(0,5mM). El experimento fue monitoreado a través de espectroscopia UV-Vis a 25°C. La

disolucidn total de los azoniosomas se produjo con un agregado total de 2uL de TX-100 [0,1 %

(m/v)]
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Posteriormente se calculé el porcentaje de liberacién total de calceina para un mismo
volumen de muestra, considerando la intensidad de fluorescencia obtenida luego del
tratamiento con 2uL de Tritédn X-100 (fluorescencia total) comparativamente con la obtenida
luego de cada ciclo de irradiacién de acuerdo a la ecuacién presentada, adaptada de Avila y

colaboradores.
7.3.7.3 Interaccion con Rojo Nilo

Para estudiar la capacidad de interaccién del colorante Rojo Nilo con las azovesiculas 4A (E),
una dispersién de éstas ultimas obtenidas por EISA fue tratada con una concentracion final 10
UM de Rojo Nilo, e incubada por 10 minutos para permitir que el sistema llegue al equilibrio.
Posteriormente, la transicidon fotoinducida de las vesiculas fue realizada al irradiar la muestra
durante 12 minutos a 310 nm. Antes y después de la irradiacién, los espectros de emisién de
Rojo Nilo se obtuvieron entre 580 y 740 nm por excitaciéon del sistema a 552 nm. Estos
experimentos se llevaron a cabo en un Fluorimetro Shimadzu RF a 25 °C. Se utilizaron slits de
excitacion y de emisién de 5 nm respectivamente. Como control, una disolucién pura de Rojo
Nilo en buffer HEPES 5 mM, NaCl 150 mM, a pH 7,0, fue tratada en las mismas condiciones que
la muestra. No se observaron cambios en los espectros de emisidon del Rojo Nilo después de la
irradiacion a 310 nm. Para comparar las condiciones experimentales antes y después de la
irradiacion, se graficaron los espectros de fluorescencia normalizados. Se tomé como base el
maximo valor de absorbancia y la normalizacién se realizd para cada curva por separado. Las
derivadas segundas de cada espectro fueron calculadas utilizando el software Origin Lab. Los
espectros fueron suavizados usando el método de Savitzky-Golay usando una funcién de

segundo orden utilizando 30 puntos del espectro.
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7.4 Materiales y Métodos del Capitulo 6

7.4.1 Materiales

El agua empleada en todos los experimentos y preparaciones se utilizd desionizada vy

purificada de calidad MilliQ obtenida en un sistema Ultrapurificacion SYNERGY UV Serie SMART.

Las soluciones acuosas a los distintos pHs de trabajo fueron preparadas a partir de
soluciones HCl 1 mM y NaOH 0,1M. Las medidas de pH se realizaron en un pHmetro marca

OAKTON pH/mV/°C meter pH510 series y empleando tiras indicadoras de pH MERCK.
La liofilizacion del péptido se llevé a cabo en un lifolizador marca RIFICOR.

Los espectros de masas se realizaron utilizando diferentes técnicas de ionizacién: EM-Maldi-
Tof, modelo Voyager System 1161, marca Applied Biosystems; lonizacion por electrospray (EM-
ESI), marca Esquire 3000; y Masas de Alta resolucidn (EM-AR), marca Apex Il FT-ICR MS. Todas

las técnicas se realizaron en la Universidad de Bielefeld, Alemania.

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) se llevaron a cabo con un
espectrometro FT-NMR modelo Avance Ill 500 y marca Bruker, en la Universidad de Bielefeld,

Alemania.

Para las representaciones graficas de los espectros de UV obtenidos, se empled el programa

OriginPro 8.
7.4.2 Sintesis de Péptidos en Fase Solida

La sintesis de los péptidos se realizé en una escala aproximada de 0.24 mmol (carga practica
calculada, ver ecuacion 7.2). La cantidad de resina a utilizar depende de la carga de la misma. La

metodologia aplicada fue Fmoc/tButilo
7.4.2.1 Montaje

Las sintesis se llevaron a cabo utilizando un tubo reactor descartable de plastico, donde no
hay llaves, colocado en un Erlenmeyer, acoplado a una trampa de vacio para filtrar. En este caso
no fue necesario siliconizar el aparato. La suspensidn de la resina se agitdé haciendo pasar una
corriente de N; por el sistema. Los disolventes y reactivos se filtraron mediante el vacio aplicado.
Otra opcidn seria tapar el reactor por ambos lados y agitar mecanicamente, y posteriormente

filtrar con la trampa de vacio.

160



Capitulo VII: Materiales y métodos del Capitulo VI

7.4.2.2 Reactivos y disolventes utilizados
Las disoluciones utilizadas se prepararan al inicio de cada sintesis:

HBTU/HOBt/DMF: se mezclan 3.8 g de HBTU y 1.35 g de HOBt en 50 mL de DMF
(concentraciones finales de la disoluciéon 0.2 M de HBTU y HOBt). Las disoluciones preparadas se

pueden guardar en la heladera.
DIEA/DMF: 3 mL de DIEA en 90 mL de DMF (0.195 M DIEA).
7.4.2.3 Método analitico para la determinacion de aminas libres: test de Kaiser %

El test de Kaiser es un ensayo realizado con ninhidrina permite determinar de forma
cualitativa la presencia de aminas primarias en una resina, sirviendo por lo tanto como control
para cada uno de los acoplamientos durante la sintesis de un péptido en fase sélida. Para llevar a

cabo el ensayo se prepararon las siguientes disoluciones, previo a comenzar con la sintesis:

Disolucion A: 4 g de fenol en 20 mL de EtOH absoluto (disolucidon en caliente).

Disoluciéon B: 0,1 mL de una disoluciéon acuosa de KCN 1 mM con 4,9 mL de piridina,
previamente destilada sobre ninhidrina.

Disolucion C: 50 mg de ninhidrina en 1 mL de EtOH absoluto, conservandose esta disolucién

en ausencia de luz.

Una pequefia alicuota de la resina seca (entre 0.5 y 2 mg) se situa en un vial Eppendorf, y
sobre ella se afnaden dos gotas de cada una de las disoluciones A, B y C. La mezcla obtenida se

calienta a 100 °C durante 4-6 min, se enfria el vial y se observa la coloracién de la resina.

Una coloracién azul en la resina se considera como positivo, y es indicativo de la presencia
de grupos amino primarios, y por tanto, de un bajo grado de incorporaciéon del aminoacido
protegido que hace necesaria la repeticion de la etapa de acoplamiento. Contrariamente, una
coloracion rojiza o amarilla (ensayo negativo) indica un grado de acoplamiento satisfactorio. Es

conveniente realizar paralelamente un blanco para poder comparar las coloraciones.

25 E, Kaiser, R. L. Colescott, C. D. Bossinger y P.I Cook, 'Color test for detection of free terminal amino groups in the
solid-phase synthesis of peptides' (1970) 34 Anal. Biochem 595.
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Figura 7.5 Resultados del test de Kaiser mostrando la coloracién positiva (A) y negativa (B), al ser aplicado

a una porcién de la resina Rink amida AM durante la sintesis en fase sélida.
7.4.2.4 Preparacion de la resina

La resina utilizada como soporte sélido para esta sintesis fue la resina Rink amida AM CBL
Patras (200- 400 mesh), con una precarga inicial tedrica de 0.30 mmol/g. Los Fmoc-aminoacidos

requeridos para la sintesis se utilizaron protegidos en sus cadenas laterales.
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Figura 7.6 Resina Rink Amida AM.

El procedimiento inicial de preparacion de la resina para iniciar la sintesis de péptidos en

fase sélida es el siguiente:

a)

Lavar el matraz de reaccién con MeOH (3 x 5 mL x 5 min).

Afadir la resina (210 mg, ~ 0.1 mmol) y lavarla con DMF (5 mL x 10 min).
Comprobar que el test de Kaiser es negativo

Desproteger la resina: 20% piperidina/DMF (15 mL x 30 min).

Lavar con DMF (3 x 5 mL x 5 min).

Lavar con 'PrOH (2 x 5 mL x 5 min).

Comprobar que el test de Kaiser es positivo.

Lavar con DMF (2 x 5 mL x 5 min).

Completada esta secuencia, la resina estd lista para acoplar el primer aminoacido Fmoc-Cys (Trt)-

OH.

1)

HN"FmOC

Figura 7.7 Fmoc-Cys (Trt)-OH.
7.4.2.5 Proceso sintético

Acoplamiento del 1°aminodcido: Se disuelve el aminodcido correspondiente (0.50 mmol)
en TBTU/DMF (1 eq. en 1 mL) y DIPEA/DMF (2 eq. en 1,5 mL) y después de

aproximadamente 1 min de activacién se afiade la mezcla sobre la resina. La suspension
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resultante se agitd vigorosamente durante 2 horas (dependiendo la dificultad del

acoplamiento).

Lavados: Después del acoplamiento se lavd la resina: a) DMF (3 x 5 mL x 5 min) y b)
'PrOH (2 x 5 mL x 5 min). Estos fueron los tiempos y cantidades utilizadas para la sintesis
de péptido A. Debe ser optimizarlo para cada caso, incluso el lavado con 'PrOH puede

obviarse)

Capping: Este procedimiento anula la reactividad del resto de los centros reactivos de la
resina. Se realizé con Anhidrido acético: DIPEA: DMF (1:2:17) por 30 min. y luego se

repitio 2)

La carga practica de la resina se determind por espectroscopia UV- Vis midiendo la
absorbancia a A= 290 de una solucién de la resina en 3 mL de 20% piperidina en DMF,

segun la siguiente formula:
Carga prdctica= Ax290/ 1,65 x mg de resina

(Ecuacion 7.2)

Se comprobod de esta forma una carga practica de 0,2 mmol/g.

El paso siguiente para continuar con la sintesis fue humectar la resina con DMF y realizar el

test de Kaiser para comprobar que diera negativo. Posteriormente se lavd la resina con DMF (2 x

5mL x5 min); PrOH (2x5 mL x5 min) y DCM (2 x 5 mL x 5 min) y se procedié al acoplamiento

del siguiente aminoacido (Fmoc-Phe-OH), utilizando un exceso de 4 equivalentes. Este paso fue

repetido una vez mas.

5)

6)

Desproteccion del grupo protector temporal (Fmoc):

a) 20% piperidina/DMF (1,5 mL) durante 30 min.

b) Se lava la resina desprotegida con DMF (3 x 5 mL x 5 min).

Acetilacidn N-Terminal.

a) 20% de Ac;0 (1ImL) en DMF (4mL), de los cuales se utilizan 3,4mL.

b) DIEA / DMF (0,2M) se utilizada 1,7mL.

Toda la mezcla es agitada por 1 hora. Una vez terminada la sintesis se procede a la rotura de

la unién péptido-resina.
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7) Rotura de la union del péptido con la resina y desproteccion total. Las roturas de la unién

del péptido con la resina se llevaron a cabo utilizando la siguiente mezcla:
Coctel R: TFA/TIS/agua/ (95:2,5:2,5), 50mg /500 L resina, 3 horas.
Las roturas se llevaron a cabo segun el siguiente procedimiento:

a) La resina seca (50 mg, peso seco) se situd en un tubo de reaccién. Fue afiadido el
coctel R (500 pL) recién preparado y enfriado a 0 2C. La mezcla resultante se dejé

llegar a temperatura ambiente y se agité mecdnicamente durante 3 h.

b) La suspension se filtré para separar la resina de la mezcla de desproteccion,

lavandose la resina separada con =50 uL de TFA.

c) Los filtrados combinados fueron afiadidos lentamente sobre Et,O (5 mL) enfriado a

-10 °C en un bafio de hielo seco-sal (se utilizaron varios Eppendorf).

d) La suspension del péptido en Et,0 se centrifugd a 14000 r.p.m. durante 5 minutos y

fue separado a continuacién el liquido sobrenadante del sélido centrifugado.

e) Se afiadieron 5 mL de Et,0 sobre el sélido centrifugado y se repite el paso d) dos

veces.

f) El solido obtenido se secd bajo una corriente de N, y se liofilizd con el equipo

mencionado anteriormente.

OCH;

HsCO ‘

. 20% piperidina en DMF
. Lavado

N =

> Fmoc-AA(Protector) resina Rink AM
3. 1eq Fmoc - L - AA(protector)

NHF 1eq TBTU + 2eq DIPEA

moc en DMF, 2h a 25°C g _ o
4. Lavado 1. Desproteccion parcial (20% piperidina /0,1 HOBt
0o 5. Capping (Anh. Ac: DIPEA: DMF €N DMF)
(1:2:17) 2. Lavado 2
3. Fmoc-aminoacido (protector) + Agente Acopl. ciclos
(TBTU + DIPEA)
Rink Amide-AM

"I'rit
NHEmoo—| Phe - Phe -Cys—Q

1. Desproteccion parcial, lavado
ioH I 2. Capping: anh. acét:DIPEA:DMF

H3C-C—N— Phe - Phe -Cys—C-NH, ~— (1:2:17)

sy 3. Lavado

,T 4. Desproteccion total
I Coctel: TFA/TIS/H20 95:2.5:2.5)
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El péptido Ac-Phe-Phe-Cys-NH; (A) fue obtenido con un 36% de rendimiento aproximado
total (0.93 pmol). Dicho péptido fue utilizado sin mayor purificacién debido a su pureza

determinada por espectrometria de masas de alta resolucion.
7.4.3 Caracterizacion estructural
1) RMN:

- 'H NMR (Metanol-ds) & (ppm): 1.21 (t, 1H, SH); 1,89 (s, 3H, CHs); 2.84-3.53 (m, 6H, CH,);
4.45 (m, 1H, CH); 4.61(m, 2H, CH); 7.10- 7.31 (m, 10H, Ar-H); 8.12 (t, 1H, NH), 8.18 (d, 1H,
NH).

- 3C-NMR (Metanol-ds) & (ppm): 15.39 (CHs); 22.39 (CH,SH); 38.34 (CH,); 38.45 (CH,);
56.30 (CHNH); 57.34 (CHNH); 66.9 (CHNH); 127.77, 127.96, 129.45, 129.63, 130.20,
130.43 (Ar-C); 173.26, 173.44 (CONH); 174.29 (CONH,).

2) EM:
- EM-ESI: [M+Nal*: 479,2

-EM-Maldi-TOF: [M+Na+H]" calculada para Ci3H2sN4O4S;Na*: 480,55, obtenida 480,18.
Dimero calculado para CsHssNsOsS,Na*: 934, 11, obtenida 933,96.

- EM-AR: calculado para Cy3H2sN404S:Na* 479,17252, obtenida 479,17235.
7.4.4 Espectroscopia UV-Vis

El péptido A se disolviéd en HFIP obteniendo una concentracion final de 2.0 mM. Diferentes
alicuotas se agregaron a soluciones acuosas a pH 3 y pH 8, obteniendo una concentracién final
de péptido de 0,274 mM en cada una de ellas. Se adquirieron los espectros UV-Visibles de las
soluciones del péptido A a to, tsomin ¥ @ taan, respectivamente. Este estudio fue llevado a cabo
mediante un barrido espectral entre 230 a 500 nm. Para ello se utilizé un espectrofotémetro V-
630 BIO JASCO modelo iRM-700, con Peltier termostatizado de simple célula y celdas de cuarzo
de paso dptico de 1cm. Las medidas se llevaron a cabo a 25°C. Se realizaron las derivadas
segundas para poder visualizar mejor los cambios observados, aplicando un suavizado usando
una ecuacion de Savitzky-Golay. Las mismas fueron fiteadas mediante una funcién cubica

usando un filtro de 9 puntos y superponiendo 99 puntos.

Se calculé el indice de agregacidn, a través de la siguiente ecuacion:
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LA %) = (2 ).

Ajsg —Aszsp

(Ecuacién 7.3)

De acuerdo a este indice?® la escala usada fue la siguiente: a) entre 0-2: solucidn; b) entre

2-5; formacién de algunos agregados; c) > 5: agregacion elevada.

Las pruebas de modulacién de la agregacién en el tiempo, respecto a la capacidad de
oxido/reduccion, se realizaron a pH 8 y a pH 3.0. Para evaluar la reduccién a través de la adicidn
de TCEP, se prepard una disolucion madre de concentracién 10 mM de TCEP en 1mL de H,0. Se
prepararon diluciones para cada pH, a las cuales se les afiadié el péptido A disuelto en HFiP,
obteniendo una relacidn agua / solvente (88: 12). La evolucion del sistema reductor en el tiempo
se realizd6 tomando alicuotas de cada muestra a t=0, t=30 min, t=24h y t=168h (7 dias). Los
experimentos de modulacidon de las fibras preformadas se llevaron a cabo agregando una
pequeiia alicuota de 50 uL de TCEP (1,40 uM concentracién final). Como control, se realizd la
medicidn de la absorcidn de una solucién de TCEP puro en la misma relacién agua / solvente (88:
12) que la utilizada para las muestras a diferentes pHs. No se observé absorcion de los aditivos

en el rango de A evaluado para las Phe.
7.4.5 MOy POM

En el presente trabajo empleamos MO y POM como técnicas iniciales para evaluar la
formacidn de los agregados del péptido a los distintos pHs y tiempos de envejecimiento. Para
ello se utilizé el microscopio Nikon Eclipse LV100 con una cdmara digital marca NIKON, acoplada
al microscopio para la toma de las fotografias. Fueron realizadas las técnicas de observacion
convencional por secado de las muestras entre porta y cubre objetos y la técnica de Lawrence

para todas las muestras.
7.4.6 TEM

Para estas observaciones se utilizd un microscopio JEOL 100CX Il con un haz de 100 kV.

Alicuotas del péptido a pH 3, y pH 8 a to, tzomin Y @ taan respectivamente fueron depositadas sobre

%R, Esfandiary y C. Russell Middaugh, ‘Ultraviolet Absorption Spectroscopy’, Analysis of Aggregates and

Particles in Protein Pharmaceuticals , John Wiley & Sons, Inc. 169 ( 2012)
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un grid, cubierto con Formvar, lavadas y tefiidas usando acetato de uranilo. La evaluacion

estadistica se completé utilizando el software Image J.

7.4.7 SEM

Alicuotas del péptido a pH 3, y pH 8 a los diferentes tiempos fueron depositadas sobre vidrio
y se permitid que se evapore el agua a temperatura ambiente, lavadas y secadas las muestras
bajo campana, para luego ser metalizadas con oro. Se empled un microscopio electrénico de

barrido marca LEO, modelo EVO 40 XVP (Inglaterra).
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8.2 Espectros de las moléculas sintetizadas
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Figura 8.1 Espectro H-RMN de 4, 4'-hidroxiazobenceno.
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Toleranca = 5.0 PPM [ DEE: min = «7.5, max = 50.0
Seleciad fikers: Mone

Maoncisoiosic Mass, D42 and Even Eiscron ks

525 formulale) evauated with 3 nasuits withic Imitk (g 1o 50 ba st otopic matchas for eech mass)
Eamerts Usad:

120:38-30 13004 Hi474T

AL Lot

Page 1

UMDADE OE WMASAS £ FROTEOMCA LUSD
1%-Dacd

Figura 8.10 EMAR: calculado para de 4-dodeciloxi-4'- (1-hidroxitrietilenglicol) azobenceno (4B).

calculado para CsoHa7N20s: 515,3485. Encontrado: 515,3497.
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Figura 8.11 Espectro 'H-RMN de 3-dodeciloxi-4'- hidroxiazobenceno (3B)
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Figura 8.12 Espectro 3C-RMN de 3-dodeciloxi-4- hidroxiazobenceno (3B)
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Figura 8.13 Espectro 'H-RMN de 3-dodeciloxi-4’- (1-hidroxitrietilenglicol) azobenceno (4B)
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Figura 8.14 Espectro 3 C-RMN de 3-dodeciloxi-4'- (1-hidroxitrietilenglicol) azobenceno (4B)
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Figura 8.15 EM-FAB: (m/z): 515,40 (M* + 1H*) de 3-dodeciloxi-4"- (1-hidroxitrietilenglicol)
azobenceno (4B)

Elemental Composition Report Page 1

Multiple Mass Analysis: 151 mass(os) processed - displaying only valid results
Tolerarca = 5.0 PP | DBE: min = «7.5, max = 50.0
Seleciad fikers: Mone

Maornclsoiosk: Mass, Do and Evan Eistron lors

1223 formulade] evalustad with 3 rasulks within imits {us @ 50 bact isopie maicheds tor sach mass)
Elamerts Usad:

120:28.30 13T004 HI4T4T MZI OOEE

GRANIA & WAMUSL J8%0 244 UNMIDADE CE WASAS EFRDTECMCA USD
GR&NDA & WAMUSL 08%4) 244-9 1 1580 Or (Card BOOO WL Or (254 12-Daz-3010
NE { Rt HE -1

Lo b ks |

Figura 8.16 EMAR: calculado para de 3-dodeciloxi-4'- (1-hidroxitrietilenglicol) azobenceno (4B).
C30H47N,0s: 515,3485. Encontrado: 515, 3482.
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Figura 8.17 Espectro 'H-RMN de trietilenglicol p-toluenesulfonato
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Figura 8.18 Espectro 3C-RMN de trietilenglicol p-toluenesulfonato
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Figura 8.19 Espectro *H-RMN del Péptido A
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Figura 8.20 Espectro 3C-RMN del Péptido A
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Figura 8.21 Espectro EM-ESI del Péptido A: [M+Na]*: 479,2.
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Fakultat fiir Chemie - Organische Chemig |
Abteilung Massenspektrometrie F02-217

Upivarsititssrale 25
33301 Bielefeld

o 0521 - 106-2108

Universitit Bielefeld

Accurate Mass Measurement

Sample Name ; zbq 04085
Sample Supplier : Ritzefeld, Markus Group: QC3
Sample Filename : SAAPEX aktuel M\OCHWOCS_RitzefeldMa_ 0026 _zbqla(is)
Instrument : Bruker FT-ICE : APEX III{7.0T)
Tonisation Method ¢ ESI
Matching Method : HE with external calibration
Resolution : = 20000
Substance Inlet : ESI nano - Spray Emitter
wﬂljg?é—“ T C O aTagTEsE i
1.5
1,0 5
M% 430.1TE4 —— -
e e o a0 i R TR
— OC3_REzeigidvia 0036 _ronDelssi: +M5 T |
Measured Ion Mass(es) ; 47917252 Deviation [mmu] : 017
Caleulated Ion Mass(es) : 479,17235 Deviation [ppm] : 0,36

Potential Molecular Formula : C23H2EN40451Nat

Comiment : Measured and caleulated masses are troe ion masses, Iﬂl-i.irl.g into sccount the mass of lost (or ndded)
elestrons,

Bielefeld, €1.102012
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Figura 8.22 Espectro EM-AR del Péptido A: calculado para C;sHasN4OsSiNa* 479,17252,

obtenida 479,17235.
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Figura 8.23 Espectro EM-Maldi-TOF Péptido A: [M+Na+H]* calculada para Cy3H2sN404S1Na*:

480,55, obtenida 480,18. Dimero calculado para CssHs4NsOsS2Na*: 934, 11, obtenida 933,96.
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