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INTRODUCCION

Los corroles son macrociclos porfirinoides que se destacan,
entre otras propiedades, por su intensa absorcién en el rango
de luz visible, fluorescencia y su capacidad fotosensibilizadora
para generar oxigeno singlete (Shao, W. 2012). Estas
caracteristicas les confieren un gran potencial en el diagnéstico
y terapia fotodindmica para tratamiento de ciertos tumores y
enfermedades infecciosas. Sin embargo, su insolubilidad en
agua hace que requieran de una vehiculizacién, la cual, en este
trabajo, trata de nanoparticulas (NPs) poliméricas
biocompatibles que permiten el encapsulamiento de los
fluoréforos, basadas en polimeros como &cido polilactico
(PLA), cargadas con corroles fluorescentes conteniendo
grupos pentafluorofenilo 'y metil-ésterfenilo. Estas NPs
presentan caracteristicas finales que dependen de la
concentracion inicial del polimero y del corrol, la eleccion del
solvente organico y su proporcion (Couvreur, P. 2015).
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Figura 1. Esquema de moléculas de
corrol DPF2MC y PLA (panel
superior) y de una NP.

Preparar nanoparticulas compuestas por un corrol fluorescente (DPF2MCcor, Figura 1), y un
polimero (PLA-2000, Figura 1) caracterizarlas por diversas técnicas y analizar las causas de la
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disminucion de la fluorescencia en el tiempo.
METODOLOGIA
Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas

El corrol utilizado es 5,15-bis(2,3,4,5,6-pentafluorofenil)-10-(2-metilcarboxifenil)corrol, el cual fue
sintetizado anteriormente por el director del trabajo. Las nanoparticulas fueron sintetizadas por la
técnica de nanoprecipitacion, utilizando multiples concentraciones iniciales de corrol y polimero,
disueltos en solventes organicos, como tetrahidrofurano (THF) o dimetilsulféxido (DMSO). Dichas
soluciones son goteadas en buffer acuoso con el surfactante dodecil sulfato de sodio (SDS) bajo
vigorosa agitacion, con un tiempo de 30 segundos entre gotas (Park, K. 2016). La distribucion de
tamafios y el indice de polidispersidad se determinaron por dispersién dinamica de luz (DLS). La
espectroscopia UV/visible se empled para determinar el estado de protonacion y oxidacion del
corrol, ya que las bandas Soret (400-450 nm) y Q (500-700 nm) son muy sensibles a estos
factores.

Fluorescencia de las nanoparticulas y estabilidad en el tiempo

Habiendo optimizado la sintesis de NPs en cuanto a su tamafio, se vari6 la concentracion relativa
de corrol a polimero, y la presencia de una base (TEA). El corrol y las NPs se caracterizaron por
espectrofluorometria y la fluorescencia de las suspensiones de NPs se determind
semicuantitativamente por fotografia.

RESULTADOS Y CONCLUSIONES

A partir de la optimizacion de la concentracion de PLA en THF y la velocidad de goteo, se
obtuvieron NPs con tamafios entre 114 y 198 nm, determinados por DLS. Se observd, como se
muestra en la Figura 2, que la fluorescencia aumenta cuando disminuye la concentracién de corrol
en la NP (valores en Tabla 1), de izquierda a derecha. Esto se explica mediante la hipétesis de
que las moléculas de corrol en la NP, a mayor concentracion, se encuentran mas agregadas, lo
gue disminuye su fluorescencia mediante varios mecanismos de extincion (“quenching”).

Tabla 1. Concentraciones finales de DPF2MCcor y PLA en las NPs mostradas en la figura 1.

DPF2MCcor 0.07048 0.07048 0.05501 0.02819 0.01409 0.00367 0.00184
(mg/mL)
PLA (mg/mL) 0 0.09298 0.11793 0.14877 0.16737 0.18838 0.19204
% DPF2MCcor 100 43.1 31.8 15.9 7.8 1.9 0.95
(mg/mg)
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Figura 2. Fotografia de suspensiones de nanoparticulas de DPF2MCcor y PLA recién sintetizadas (t = 0
dias, panel superior) y luego de 14 dias (panel inferior). El porcentaje de DPF2MCcor (masa/masa)
disminuye de izquierda a derecha, y se indica para cada tubo en el panel inferior.

Para todas las concentraciones de corrol, la fluorescencia decrece en un plazo de minutos a
horas, debido a la agregacion de los corroles dentro de las NPs a medida que el solvente organico
(THF) difunde hacia el medio acuoso, lo que presumiblemente disminuye el tamafio de las NPs.
En el panel inferior de la Figura 2, se muestra que luego de 14 dias, solo las que presentan
concentraciones mas bajas de corrol (1.9 y 0.95 %) mantienen su fluorescencia. Para aumentar
la fluorescencia de los corroles utilizamos bases organicas (trietilamina, TEA, y tributilamina, TBA)
para deprotonar uno de los grupos NH de los corroles. Esto se debe a que los corroles anidnicos
(corHz") poseen mayor fluorescencia que los corroles neutros (corHs), debido a la planarizacion
del anillo, por la reduccién de la repulsion estérica entre los protones de la cavidad corrdlica.
(Bursa, B. 2016). En la Figura 3, se muestran

los espectros UV/Vis de DPF2MCcor disuelto 18- 428
en THF con una concentracion de 4.32 mg/mL 164 4 ‘
(rojo) y el mismo corrol deprotonado por la ‘
adicion de TEA en exceso (rosado). Se
observaron cambios en las posiciones de los
maximos de las bandas Soret y las bandas Q
ante este fendbmeno de deprotonacion.
Ademas, se identificé un fenémeno visual ya
que el corrol disuelto en THF cambia a de un
color azul a verde luego de su deprotonacion.
En la Figura 4, los espectros de excitacion y 20 400 500 500 700 800
emision del corrol también permiten observar P

- DPF2MCcor THF+TEA
—— DPF2MCcor THF

Absorbance

el aumento de intensidad de fluorescencia
que presenta tras ser deprotonado con TEA,
(negro y gris) en comparacién con el corrol sin
deprotonar (verde). A su vez, se observan
cambios en el espectro de excitaciobn en
funcion de la concentracién del corrol (rojo
oscuro y verde), que sugieren fenébmenos de

Figura 3. Espectros de DPF2MCcor antes (rojo) y
después (rosado) de la titulacién con TEA en THF.
Inset: Fotografia de las soluciones iluminadas con
luz natural (panel derecho), a la izquierda el corrol
diluido y a su derecha el corrol deprotonado, y las
mismas bajo luz ultravioleta.
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agregacion.
Como conclusion, se optimizo la preparacion de 5004 Sy vt

Ex cor 0,02mg/mL THF

nanoparticulas de PLA con tamafios entre 114
y 198 nm, utilizando la técnica de
nanoprecipitacion. Se prepararon
nanoparticulas fluorescentes de PLA con el
corrol DPF2MCcor, y se observdo que la

——Em cor 0,02mg/mL THF
——Em cor + TEA
Ex cor + TEA
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fluorescencia disminuia en el tiempo debido a 80

la agregacion del corrol dentro de la NP. Este 10

efecto es menor para concentraciones muy

bajas de corrol, siendo posible obtener o : . :
nanoparticulas fluorescentes estables al menos 400 500 600 700
14 dias. Se observd que la fluorescencia A (nm)

aumenta al deprotonar el corrol con una base
moderadamente fuerte, y se esta explorando el
uso de bases voluminosas para inhibir la
agregacion de los corroles dentro de las NPs, y
aumentar la carga de corrol.

Figura 4. Espectros de excitacion (Aem = 654) y
emision (Aex = 445) de fluorescencia de
DPF2MCcor en THF.
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