UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

PROGRAMA DE MAESTRIA Y DOCTORADO EN CIENCIAS
QUIMICAS

“ESTUDIO DE LA INTERACCION ENTRE PELICULAS DE PORFIRINA Y
NUCLEOSIDOS”

TESIS

Para optar por el grado de

MAESTRA EN CIENCIAS

Presenta

Q. ESTEFANIA GUADALUPE VERA ALVIZAR

Tutor: Dra. Margarita Rivera Herndndez

Instituto de Fisica

CrupAD UNIVERSITARIA, CD. MX, MARZO DEL 2021



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



POSGRADO 2

Ciencias Quimicas

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

PROGRAMA DE MAESTRIA Y DOCTORADO EN CIENCIAS
QUIMICAS

“ESTUDIO DE LA INTERACCION ENTRE PELICULAS DE PORFIRINA Y
NUCLEOSIDOS”

TESIS
Para optar por el grado de

MAESTRA EN CIENCIAS

Presenta

Q. ESTEFANIA GUADALUPE VERA ALVIZAR

Ciudad Universitaria, Cd. Mx., marzo 2021

Q\
)

> 'Ciencias
@uimicas



Jurado Asignado

Presidente Dra. Sandra Elizabeth Rodil Posada Instituto de Inv. en Materiales, UNAM

Vocal Dr. Jesis Angel Arenas Alatorre Instituto de Fisica, UNAM

Vocal Dr. Ernesto Rivera Garcia Instituto de Inv. en Materiales, UNAM
Vocal Dra. Rosa Maria Gémez Espinosa UAE México

Secretario Dr. Héctor Garcia Ortega Facultad de Quimica, UNAM

SITIO DONDE SE DESARROLLO EL TEMA:
Instituto de Fisica

Departamento de Materia Condensada

Laboratorio 104, Electrénica Molecular, Edificio LEMA

Asesor del tema: Dra. Margarita Rivera Hernandez

Sustentante: Q. Estefania Guadalupe Vera Alvizar



Agradecimientos

Al Programa de Maestria y Doctorado en Ciencias Quimicas de la Universidad Nacional Auténo-
ma de México-UNAM

A la Dra. Margarita Rivera Herndndez por brindarme la oportunidad de desarrollar este pro-
yecto y guiarme durante el proceso.

Agradezco al CONACyT por la beca otorgada, con numero de CVU 957659, durante los estudios
de maestria.

Se agradece al laboratorio central de microscopia del IFUNAM por el uso de los microscopios
optico, electrénico de barrido y de fuerza atémica. En particular, al Dr. Carlos Magana por la
adquisicion de las imdgenes de SEM. Al Mtro. Manuel Aguilar por el apoyo con el equipo de
fuerza atémica, y al Arq. Diego Quiterio por su ayuda en la preparacion de muestras.

Se agradece al proyecto DGAPA-PAPIIT IN108017 e IN112420, por el apoyo en la compra de
materiales y consumibles.

Se agradece al proyecto LANCAD-UNAM-DGTIC-289, por el apoyo de los recursos en la su-
percomputadora Miztli de la UNAM para los calculos DFT.

Se agradece a las Dra. Ma. del Pilar Carreén Castro y Dra. Violeta Alvarez por el apoyo en la
obtencion de los espectros de UV-Vis e IR en el Instituto de Ciencias Nucleares de la UNAM.

Se agradece al M. en C. Jesis M. Rivera Cruz por su apoyo en el laboratorio de electrénica
molecular, asi como al Sr. Arturo Martinez.






Resumen

Este proyecto tuvo por objetivo estudiar las interacciones entre peliculas de porfirinas con
disoluciones de nucledsidos presentes en el ARN tales como guanosina, adenosina, citidina y
uridina. La cantidad de nucledsido adsorbido, asi como los cambios morfolégicos, espectroscopi-
cos y de conductividad eléctrica de las peliculas fueron analizados para evaluar la influencia de
la estructura molecular de la porfirina en el fenémeno de adsorcién.

En este estudio, se emplearon dos porfirinas de similar estructura quimica (2,3,7,8,12,13,17,18-
octaetil-21H,23H-porfirina) con sustituyentes alifdticos en las posiciones 3, pero una libre de
metal y otra coordinada a un centro metalico de manganeso(III). Para la fabricacién de las
peliculas se empled la técnica de evaporacion fisica en fase vapor sobre diferentes sustratos. Los
estudios de caracterizacion se realizaron en todos los casos antes y después de la inmersion de
las peliculas en las soluciones de nucledsidos para su comparacion. Después de la exposicién,
se observo que las bases puricas presentaron mayor adsorcién en las peliculas de porfirina sin
metal (PP), mientras que para las peliculas de porfirina coordinadas a manganeso (PPMn),
las bases pirimidinicas se adsorbieron en mayor cantidad. Adicionalmente, se determiné que
las peliculas de porfirina con centro metalico adsorbieron mas nucledsidos que las peliculas sin
metal. Para cuantificar la cantidad de nucledsido adsorbido sobre las peliculas de porfirina, se
obtuvieron curvas de calibracién empleando la técnica de UV-Vis y la Ley de Beer-Lambert
para los diferentes nucledsidos en disolucion.

Las diferencias morfoldgicas de las superficies se estudiaron empleando microscopia electrénica
de barrido y de fuerza atémica, las cuales mostraron cambios que sugieren la adsorcién y
agregacion de nucledsidos en las interfases. Empleando espectroscopia IR, se analizaron las
diferencias en las senales caracteristicas de las porfirinas. Los resultados mostraron que después
de la interaccion hay diferencias en la intensidad de las seniales y aparicién de nuevas senales,
lo cual sugieren un fenémeno de adsorcion.

En los resultados obtenidos con espectroscopia UV-Vis se observo que los picos caracteristicos de
la porfirina (tanto para la porfirina con centro metélico como la libre de metal), conocidos como
banda de Soret y bandas Q, sufren ligeros corrimientos y diferencias en la intensidad de la senal
después de la interaccién con los nucledsidos. Dichos cambios indican la formacion de enlaces
de coordinacion entre el Mn y los grupos electrodonadores en los nucledsidos, especificamente
con la adenosina y la citidina, asi como la presencia de interacciones de tipo m — 7 tanto para
PP como para PPMn.

La respuesta eléctrica de las peliculas fue cuantificada usando un arreglo de dos puntas. Para este
estudio, las peliculas se depositaron sobre sustratos de vidrio cubierto con peliculas de 6xido de
indio y estafio (ITO). Las curvas de conductividad eléctrica de las diversas superficies mostraron
una reduccién de la corriente con respecto al ITO limpio en todos los casos debido al depédsito
de las peliculas. Como era de esperar, las peliculas de porfirina con centro metélico fueron mas
conductoras que las peliculas sin metal, posiblemente debido a un mejor arreglo molecular en
concordancia con resultados morfologicos. Mas atin, las PPMn después de la interaccién con



los nucledsidos, mostraron un cambio discernible que mostré una mejor respuesta eléctrica para
las bases puricas.

Finalmente, se realizaron célculos DFT para estudiar la interaccion entre las porfirinas y los
nucleésidos, y se observaron mayores energias de enlace en el caso de las bases puricas de
acuerdo con los resultados experimentales.

De los estudios anteriores, se puede observar que hay interacciones importantes entre las por-
firinas y los nucledsidos que van mas alla de una simple adsorcién fisica, que permitiria usar
porfirinas en forma de peliculas delgadas como elementos de reconocimiento para estos siste-
mas.
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Capitulo 1

Introduccion

En los tultimos anos, el creciente interés en la salud humana y las necesidades sociales en
relacion a la prevencién de enfermedades nos ha llevado al desarrollo e investigacion de diversas
tecnologias que permitan identificar diferentes padecimientos de forma rapida, temprana y
econémica. [1] En este sentido, los dcidos nucléicos, asi como otros derivados nucleéticos, se
han convertido en objetivos de estudio importantes, ya que la expresiéon anormal de algunos de
éstos puede relacionarse con diversas enfermedades. [2]

Para abordar esta problematica se estudian una gran variedad de materiales para su posible
aplicacion como elementos de deteccién selectivos a moléculas de importancia biolégica. Entre
ellos podemos destacar nanoparticulas metélicas, compuestos derivados del carbono, y algunas
moléculas organicas como las porfirinas, entre otras.

Las porfirinas son un grupo de macrociclos organicos que presentan propiedades eléctricas,
espectroscopicas y quimicas excepcionales, por la cual, tienen aplicaciones en el desarrollo de
arreglos optoelectrénicos y sensores quimicos y biol6gicos, entre muchos otros. [3]

1.1. Sistemas de deteccion

De manera particular, un sensor hace referencia a una serie de elementos, o detectores, que
miden alguna propiedad fisica o quimica, y registran una respuesta ante el elemento a detectar.
[4] Los sensores se pueden dividir en dos grandes grupos: sensores fisicos y sensores quimicos.

Los sensores fisicos son aquellos que miden alguna propiedad fisica como temperatura, presién,
longitud, etcétera. [4] Por otro lado, los sensores quimicos son elementos que transforman in-
formacién quimica, como cambios en composicién o estructura quimica, en senales analiticas
en tiempo real. Para estos tultimos, el proceso de senalizacion resulta de la interaccién directa
entre el sensor y alguna especie quimica. [5,6] Muchos de los equipos que se usan en los labo-
ratorios, como el HPLC, pueden ser considerados sensores quimicos. Sin embargo, este término
estd reservado para equipos mas versatiles y econémicos.

Actualmente, el diseno y desarrollo de sensores quimicos ha adquirido mucha popularidad, ya
que se ha visto que pueden ser ttiles en diferentes ambitos como son la medicina, la industria
alimenticia, la agricultura, investigacién ambiental, entre otras. Lo anterior, aunado al desarrollo
de la nanotecnologia y de los procesos de miniaturizacién, permiten la posibilidad de fabricar
dispositivos muy pequenos y econdmicos en comparacién con los utilizados convencionalmente.
Con base en lo anterior, este ambito representa un area de investigacion bastante importante.

Los sensores quimicos se componen de dos unidades principales: el receptor, o elemento de
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deteccién, y el transductor (figura 1.1). [7] El receptor es cualquier entidad quimica capas de
interactuar con el analito, y el transductor es el que se encarga de traducir esta interaccién en
una cantidad fisica. [8] Los biosensores son un tipo especial de sensor en donde el receptor es
una biomolécula. [7]

Ya que conocemos que es un sensor y las partes que lo componen, podemos definir un sistema
de deteccién como un arreglo previo a un sensor, el cual ya cuenta con un receptor y es capaz
de sufrir cambios frente a algiin estimulo, aun cuando no cuentan con toda la instrumentacién
electronica necesaria para ser considerado un sensor o detector comercial.

Transduccion Reconocimiento
_'\
Transductor Receptor Analito

Figura 1.1: Partes que componen un sensor. [8]

La clasificacion de los sensores quimicos estd dada principalmente por el tipo de transductor
que éstos tengan. En la tabla siguiente, se muestra un resumen de los principales tipos de
transductores presentes en los sensores, junto con una breve descripcion de su funcionamiento.

Tabla 1.1: Tipos de transductores

Tipo de transductor Funcionamiento
Onti Transforma la senal 6ptica producida por la interaccion del
ico .
P analito con el receptor.
Eléctri La senal se produce debido al cambio en las propiedades
éctrico L . . .
eléctricas por la interacciéon con el analito.
.. Las reacciones quimicas entre el receptor y el analito son
Electroquimica - P
transformadas en senales eléctricas.
. , La senal se genera por cambios de presién o fuerzas sobre una
Piezoeléctricos . . . :
superficie con propiedades piezoelectricas.
Mide los cambios de calor producidos por reacciones
Termométricos quimicas o procesos de adsorcién donde esté involucrado el
analito.
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1.1.1. Diseno de sensores

Para disenar un sensor quimico, las primeras consideraciones que se tienen que tomar en cuenta
son el analito que se desea medir, y sus propiedades quimicas. Una vez definidos estos parame-
tros, hay que tomar en cuenta que un buen sensor quimico deberia de cumplir con las siguientes
caracteristicas: selectividad, limites de deteccién bajos, reversibilidad, robustes, portabilidad y
facilidad de uso. [9] Con estos pardmetros en mente, la seleccion del receptor y el transductor
se facilita.

Existen diferentes arquitecturas que los sensores pueden tener, pero los modelos méas comunes
los podemos observar en la figura 1.2. Por otro lado, aunque la deteccion puede llevarse a
cabo en cualquier tipo de sistema, el uso de elementos en estado sélido, en particular peliculas
delgadas, facilita su uso y manipulacién, por lo que nos vamos a enfocar en este caso particular.
Asi entonces, en el tipo 1, el proceso de reconocimiento implica la absorcién del analito en
la pelicula sensible, mientras que en el tipo 2, este proceso es meramente superficial y ésta
relacionado con la afinidad del analito a la superficie del receptor. [10]

3

Analito Sensor Sefial

O

Tipo 2

O
O

Figura 1.2: Tipos de sensores.

Escoger el receptor es el paso més importante durante el diseno de un sensor, ya que impacta
directamente en la eficiencia del mismo. El proceso de reconocimiento entre el receptor (R) y
el analito (A) se lleva a cabo conforme la reaccién 1.1:

R+A=P (1.1)

La reversibilidad del proceso anterior indica que el complejo P se forma por interacciones
no covalentes. [4,8] En la tabla 1.2 se mencionan algunas de las interacciones no covalente
presentes en este tipo de sistemas. Para que el complejo P se forme, el receptor y el analito
deben de complementarse en forma y reactividad quimica. [8] Por ejemplo, ciertos compuestos
macrociclicos alojan iones metélicos especificos en base a su radio i6nico (figura 1.3). [10]
Asi mismo, este tipo de complementariedad es muy comun observarla en sistemas biolégicos,
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por ejemplo, la estructura de doble hélice del ADN se forma por los puentes de hidrégeno
complementarios de las dos hebras.

COR
AR
. 1 NH N | |
M HN N ; e
N2+ | r:l " rs|4| | i | ' | 2 2 ||
. 4 Fe>* . NH N -
i NH IH x_x H H _.-"I : || :I:' 5 Elj
COR

Figura 1.3: Complejos macrociclicos.

Tabla 1.2: Interacciones no covalentes

Interaccién Fuerza (kJ/mol)
[6n-i6n 200-300
[6n-dipolo 50-200
Dipolo-dipolo 5-50
Puente de hidrégeno 4-120
Catién-m 5-80
-7 0-50
Van der Waals >5
Efecto hidrofébico | Efecto causado por las propiedades del disolvente

Los materiales empleados como receptores son de naturaleza muy diversa, que van desde bio-
moléculas y polimeros con estructuras muy complejas, hasta moléculas de bajo peso molecular.
En anos recientes, el uso de macrociclos tipo porfirinas, ciclodextrinas, calixarenos, curcubitu-
riles y cavitandos (figura 1.4) como receptores, han atraido el interés de diferentes grupos de
investigacion. Se sabe, que este tipo de moléculas tienen excelentes propiedades de reconoci-
miento, son quimicamente estables, y estan disponibles con una alta pureza, [11] caracteristicas
que receptores como las biomoléculas no siempre pueden cumplir.

(a) Porfirina (b) Calixareno (¢) Curcubituril

Figura 1.4: Ejemplos de receptores macrociclicos

Métodos en la manufactura de sensores quimicos

Como ya se menciond, uno de los grandes retos en la manufactura de los sensores quimicos
es la conexion del receptor con el resto del complejo electronico sin comprometer el sitio de
reconocimiento. Las metodologias que se han propuesto implican procesos como adsorcién fisica
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(figura 1.5(a)), unién covalente (figura 1.5(b)), entrecruzamiento (figura 1.5(c)) y atrapamiento
polimérico (figura 1.5(d)). [§]

Analito

-

Receptor Enlace covalente

Soporte

(a) Adsorcién fisica (b) Unién Covalente (c) Entrecruzamiento  (d) Atrapamiento  po-
limérico

Figura 1.5: Métodos para construir una pelicula sensible [§]

El proceso de adsorcién fisica implica la unién de moléculas o atomos a una superficie a través
de interacciones no covalentes. [12] Bajo condiciones especificas, la exposicién prolongada de
cualquier especie quimica a una superficie limpia da como resultado la formacién de una pelicula
de la especie sobre dicha superficie. La pelicula formada puede estar constituida por solo una
capa de moléculas o dtomos (monocapa), o por miltiples capas (multicapa). Dichos procesos
estan descritos por las isotermas de Langmuir y de BET, respectivamente, (figura 1.6).

Monocapa 3

Superficie Superficie
3 @
3 3
3 3
5 £
[&] ]

o
0 1P/Po 0 1 PIPo

(b) Isoterma tipo Langmuir (monocapa) (c) Isoterma tipo BET (multicapa)

Figura 1.6: Adsorcién fisica en arreglos mono y multicapa, y sus isotermas de adsorcion corres-
pondientes

1.2. Peliculas Delgadas

Las peliculas delgadas pueden encontrase como arreglos con espesores de milimetros, micras o
nanémetros. Estas tultimas, son materiales en 2D, las cuales se caracterizan por tener un grosor
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entre 1 nm a 100 nm. Su preparacién consiste en el depdsito de una ligera capa de material
sobre un sustrato (figura 1.7). Actualmente, existe una gran variedad de tecnologias para formar
peliculas delgadas, las cuales se pueden dividir en dos grandes grupos como técnicas basadas en
vacio, y técnicas no basadas en vacio. [13] Las caracteristicas de la especie quimica a depositar
y del sustrato van a determinar que método se va a emplear para hacer el depdsito.

En esta tesis, nos enfocaremos en el método de evaporacién térmica que fue el empleado para
la fabricacion de las peliculas.

=

di
4
hi
§
’
{

f 'b |i ‘-g - ‘ . I X - Y .

’ Bﬂ%nic‘itelgzg%éluﬁliné
v : ? | 4 "7‘ A & i’
i iht’enla,;gfe :

|

. s " 50 nm
Aluminum I

(b) Arreglo multicapa

Figura 1.7: Imagenes de microscopia electrénica de barrido de la seccion transversal de diferentes
tipos de peliculas delgadas. [13]

1.2.1. Evaporacién térmica

La evaporacién térmica es una técnica de preparacion de peliculas delgadas que esté clasificado
dentro de los procesos de depdsito fisico en fase vapor o PVD (por sus siglas en inglés). En la
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PVD, las particulas o moléculas que van a formar la pelicula delgada pasan a su estado gaseoso
por un proceso fisico, y son depositadas sobre un sustrato dentro de una camara de vacio con
presiones cercanas o por debajo a 107! mbar. [14]

Los procesos de evaporacién son extensamente conocidos, y se utilizan tanto en investigacion
como a nivel industrial, ya que esta técnica es adecuada para depositar peliculas de ciertos
elementos quimicos o moléculas. [13]

El proceso de evaporacion térmica més antiguo y simple consiste en utilizar un bote o alambre
de algin metal refractario (tungsteno, tantalum o molibdeno) para realizar la evaporacién. En
estos elementos se coloca el material a depositar, y posteriormente, se hace pasar una corriente
eléctrica. Bajo estas condiciones, el metal se calienta, y la evaporacion se logra por la transfe-
rencia de calor entre el bote y el material a evaporar. La figura 1.8 representa esquematicamente
el arreglo para llevar a cabo este procedimiento. El depdsito se hace generalmente en valores
de vacio alrededor de los 10~ Torr. Este método funciona bien para materiales con puntos de
evaporacion relativamente bajos. [14]

/ \\ ‘Sustrato

Material a Campana
evaporar ™. ,f £ _.-~" devacio

|\

\

J’fffﬁﬁ ~eee.__ | Botede

" evaporacion
e il =
Ry Sistema
de vacio
Fuente de
alimentacion

Figura 1.8: Evaporacion térmica. [15]

Finalmente, las propiedades fisicoquimicas de las peliculas formadas van a depender del sus-
trato, del material depositado, y de factores relacionados con el depdsito como velocidad de
deposito, temperatura y presion de vacio, principalmente.

1.3. Porfirinas

Las porfirinas son un grupo de moléculas organicas que contienen en su estructura un macrociclo
conformado por anillos de pirrol, los cuales estan conectados por medio de un grupo metina. La
estructura més simple que cumple estas caracteristicas es un anillo tetrapirrolitico (figura 1.9),
del cual las posiciones meso- y - se pueden funcionalizar, mientras que los nitrégenos al centro
de la porfirina en condiciones especificas, forman enlaces de coordinacién con iones metalicos.
A las porfirinas que en su centro tienen un ion metalico se les conoce como metaloporfirinas.
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Tanto las porfirinas como las metaloporfirinas las podemos encontrar de forma natural, como
es el caso de la clorofila y la hemoglobina (figura 1.10), y de forma sintética. [16] La sintesis de
porfirinas actualmente tiene un sin nimero de metodologias que hacen posible obtener un gran
nimero de derivados tetrapirroliticos con caracteristicas distintas entre si.

metina

AN,
\—NH  N-—g meso - posiciones (5, 10, 15, 20)
20 10 b~ posiciones (£, 3, 7.8, 12, 13, 17, 18)
<N HNTY
LGP Y -

17 18 13

(a) Clorofila A [18] (b) Hemo B [19]

Figura 1.10: Porfirinas presentes en los seres vivos.

En la naturaleza, las porfirinas juegan un papel importante en el funcionamiento de los siste-
mas vivos, ya que participan en diversos procesos biolégicos como son el intercambio de gases
esenciales y el paso fotoquimico inicial de la fotosintesis, entre otros. [20] Debido a su impor-
tancia biolégica y sus funciones en los organismos vivos, se ha impulsado el estudio y sintesis
de nuevas porfirinas para conocer sus propiedades, y poder usarlas en otros ambitos. Estudios
recientes han demostrado que tanto las porfirinas como sus complejos metalicos, pueden tener
aplicaciones prometedoras en areas relacionadas a la ciencia de superficies incluyendo catalisis
heterogénea, electrocatalisis, sensores, electronicos organicos, sistemas de almacenamiento de
energia, etcétera. [17]

1.3.1. Propiedades de las porfirinas

La porfirinas son sistemas aromaticos, ya que el anillo tetrapirrélitico forma una estructura
plana con dobles enlaces conjugados. Las porfirinas cuentan con 22 electrones 7, pero solamente
18 de éstos participan en la aromaticidad (figura 1.11), no obstante, el macrociclo cumple con
la regla de Hiickel. La estructura electronica de estas moléculas determina las propiedades

17



espectroscopicas de transferencia de carga y quimicas, entre otras. [21] La planaridad de las
porfirinas se deforma en proceso de metalacion, protonacién y dimerizacién (figura 1.12), [22]
lo que modifica el ambiente electronico de la porfirina, y por tanto, sus propiedades fisicas y
quimicas.

&N ®C CH @ Metal

Figura 1.11: Estructura tridimensional de las porfirinas. La linea punteada alrededor del ma-
crociclo, indica la deslocalizacién de los 18 e™. [16]

doblado extension torsion

e/ hg—- ==)
b d

sila fruncido abovedado onda

bihd

@ - encima del plano © - abajo del plano

Figura 1.12: Distorsiones que puede sufrir un anillo porfirinico, siendo las mas comunes e-h. [17]

Debido a su alta conjugacién, las porfirinas presentan colores muy intensos y tienen un espec-
tro UV-Vis caracteristico inconfundible, el cual consta de dos regiones: una en el ultravioleta
cercano y otra en el visible. La primer region se encuentra entre los 380-500 nm, y generalmente
presenta una sola senial muy intensa que se conoce con el nombre de banda de Soret o banda
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B. La segunda region estd entre los 500-700 nm, en la cual podemos observar senales menos
intensas que se les denomina bandas Q (figura 1.13). [23]

L5 7 Banda de
Soret

" Bandas @

Absorbancia

250 350 450 550 650 750
Longitud de onda (nm)

Figura 1.13: Espectro UV-Vis caracteristico de una porfirina sin metal. [23]

El modelo méas empleado para explicar los espectros de las porfirinas es el de cuatro orbitales
propuesto por Gouterman en los 60s, en el cual se considera que los estados excitados se
originan por transiciones entre dos orbitales 7 (HOMO y HOMO-1) y dos orbitales 7* (LUMO
y LUMO+1). Los célculos pertinentes para este modelo concluyen con un sistema de orbitales
aul, au2 (HOMOs) y un conjunto de orbitales eg (LUMOs). [23,24] En la figura 1.14, podemos
observar las transiciones que dan origen a la banda de Soret y a las bandas Q.

Eay — LUMO +1

B LUMO
Q. [Qy By |[Bx

a1y HOMO

azu HOMO -1

Figura 1.14: Modelo de 4 orbitales. [23]

Las porfirinas tienden a formar asociaciones no covalentes con moléculas que presentan una
estructura conveniente. [22] Estas interacciones no covalentes modifican las propiedades espec-
troscépicas de las porfirinas, lo que hace posible un monitoreo del proceso de uniéon mediante
estos métodos. [25]
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1.3.2. Metaloporfirinas

Las porfirinas forman complejos metalicos con la mayoria de los metales en la tabla periédica y
dependiendo del tamano, estado de oxidacién y multiplicidad del ion metalico es la geometria
que éstas adoptaran (figura 1.15). [21] La cavidad de la porfirina puede albergar cémodamente
cationes metédlicos con un radio entre 55-80 pm, formando asi una metaloporfirina regular (figura
1.16(a)). Cationes més grandes forman metaloporfirinas conocidas como ”sitting-atop” (SAT)
en donde el catién metdlico estd por encima del plano de la porfirina (figura 1.16(b)). [23]

Octaedro distorsionado Antiprismh? cuadrado
i
Piramide de base cuadrada N"""/} \N
Cuadrado plano I N /,/:'
L '\\\ IN ” -
',N 1!1 ; /N N'\‘_\ ”’ ’il
J--=M>—- N — WM —N ~ e
I\ ”#h‘{ N / ?HXN N M #"Mtg
o 'i'/’ N | d”fl \::\
b g N L NESE i IR
N° /.7 R
i /s W
4 N
N N

Figura 1.15: Geometrias que pueden adoptar las metaloporfirinas dependiendo de su tipo de
centro metélico. [21]

P M
L | M | ] | —1 ]
(a) Metaloporfirina regular (b) Metaloporfirina SAT

Figura 1.16: Representacién esquemética de metaloporfirinas regulares y SAT. [23]

Dependiendo de sus propiedades de absorcion y emision, las metaloporfirinas se pueden clasificar
en dos grupos: regulares e irregulares. El espectro UV-Vis de las metaloporfirinas regulares
presenta una reduccion en el nimero de bandas Q, a las cuales se les denomina como « y
(. [26] La intensidad de estas bandas se relaciona con la estabilidad del complejo metélico.
Cuando « > (3, el metal forma un cuadrado plano estable con la porfirina, pero cuando § > «,
el metal es facilmente desplazado por los protones (figura 1.17). [27]

B ' &

h{nm)"  spy 600 00 600
Figura 1.17: Tipos de Bandas Q en las metaloporfirinas. [23]
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1.3.3. Agregacion de porfirinas

La agregaciéon de porfirinas depende en gran medida de los grupos periféricos que éstas tengan.
Investigaciones recientes sobre sustratos metalicos sugieren que la primera capa de porfirinas se
adsorben preferentemente con el macrociclo paralelo a la superficie. [28] Aunque, esta adsorcién
no siempre es igual. Las tertrafenilporfirinas (TPP) no son planas debido a repulsiones estéricas,
pero al entrar en contacto con una superficie, fuerzas atractivas de tipo Van der Waals fuerzan
a la molécula a tomar una conformacion de silla (figura 1.18). [20] Por otro lado, moléculas
como las octaetilporfirinas tienen gran flexibilidad corformacional, por lo cual no presentan
deformacién estructural inducida al adsorberse sobre alguna superficie sélida. [28]

FeTPP

Ixx.l,k"-.,_'-_. \\ Ag(111) *"‘ ‘ W\ ’E
L T

Figura 1.18: Deformacién de silla en TPP (a y b). Los signos + y — representan deformaciones
dentro y fuera del plano. c-e Imégenes por STM de FeTPP, CoTPP y HyTPP, respectivamente.
28]

La estructura que adopte una multicapa de porfirinas depende de los grupos funcionales que ésta
contenga. Por ejemplo, agregados con grupos funcionales como CN y OH se veran estabilizados
por una red de puentes de hidrégeno (figura 1.19(a)), mientras que sustituyentes fenilo, como en
el caso de la tetrafenilporfirina, estabilizaran los agregados por interacciones m— e interacciones
tipo T (figuras 1.19(b), 1.19(c)). [17]

21



Puente de
Hidrégeno

(a) Puentes de hidrégeno entre (b) Interacciones tipo 7 — m (c) Interacciones tipo T
fragmentos de benzonitrilo

Figura 1.19: Ejemplos de interacciones entre arreglos de porfirinas. [17]

1.4. Acidos Nucleicos

Los acidos nucleicos son compuestos poliméricos cuya espina dorsal estda conformada por un
poliéster, el cual deriva de la unién del acido fosférico y una azicar. Podemos encontrar dos
tipos de 4cidos nucleicos: el ADN; si el azicar corresponde a una desoxirribosa (figura 1.20(b)
arriba), y el ARN, cuando el azicar es una ribosa (figura 1.20(b) abajo). En los dos casos, el
azucar se encuentra en forma furandsica y estd unida al fosfato por medio de los hidroxilos en
C-3 y C-5, mientras que en C-1 podemos encontrar bases heterociclicas (figura 1.21(b)) unidas
por una ligadura /. Las bases presentes en el ADN son la guanina (G), la adenina (A), la
citosina (C) y la timina (T). El ARN a diferencia del ADN en lugar de tener timina tiene
uracilo (U).

OH H

(a) Estructura de los 4cidos nu- (b) Azticares presentes en el ADN y el
cleicos ARN

Figura 1.20: Estructura de los acidos nucleicos y los azucares presentes en ellos.
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(a) Estructura de los nucleésidos y los nucle6tidos (b) Bases heterociclicas

Figura 1.21: Nucledsidos, nucledtidos y bases heterociclicas presentes en el ADN y el ARN. [29]

Los acidos nucleicos son las principales moléculas de informacién dentro de las células, ya que en
ellas, se almacena la informacién hereditaria y las instrucciones para la sintesis de proteinas. [30]

La unién de una base heterociclica a un aztcar se le conoce como nucledsido. Si a esta unidad le
agregamos un acido fosférico se convierte en nucleétido (figura 1.21(a)). Este tipo de compuestos
son solubles en agua debido a la presencia del azicar y del acido fosférico, puesto que la base
heterociclica es hidréfoba.

Los nucledsidos y nucledtidos no son solo importantes como ladrillos de construccién de los
acidos nucleicos, sino que también desempenan otros procesos celulares, [31] son coenzimas,
intermediarios energéticos y mensajeros intra y extracelulares. [32] A lo largo de los anos, se
ha observado que niveles anormales de alguno de estos componentes estan relacionados con
ciertas enfermedades. Tal es el caso de la presencia extracelular de adenosina y ATP, puesto
que se ha encontrado que son componentes mayoritarios del microambiente tumoral. [32] Es
por ello, que el desarrollo de sistemas de deteccion selectivos a acidos nucleicos y sus derivados
es fundamental en dambitos como investigacion biomédica, diagnodstico clinico y creacién de
tratamientos eficientes contra diversas enfermedades. [2]
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Capitulo 2

Antecedentes

2.1. Sistemas de deteccion selectivos a acidos nucleicos

Los métodos tradicionales para detectar acidos nucleicos y sus derivados incluyen técnicas
como Northern blot, PCR y el andlisis de microarreglos, entre otros. Si bien cada uno de
estos métodos es bastante efectivo, presentan limitaciones significativas ya sea en eficiencia de
deteccién o debido a equipos y materiales costosos. [33] Es por ello, que el desarrollo de técnicas
altamente sensibles y de bajo costo es tan importante. Actualmente, los nanomateriales han
recibido particular atencién, ya que gracias a sus propiedades fisicas y quimicas hacen posible
el desarrollo de elementos ultrasensibles, compactos y especificos hacia diferentes analitos. [34]

En anos recientes, la investigaciéon de nanomateriales para disenar sistemas de deteccién diri-
gidos a acidos nucleicos y fragmentos de éstos ha crecido ampliamente, y se espera que este
ambito siga creciendo, ya que los nanomateriales nos brindan la oportunidad de disenar un sin
fin de sistemas de deteccion al combinar diferentes composiciones, formas, tamanos y dimen-
siones. [34, 35]

Los nanomateriales mas populares usados en el diseno de sensores selectivos a biomoléculas
incluyen nanoparticulas metalicas, nanoparticulas magnéticas, puntos cuanticos, nanotubos de
carbono y nanomateriales en 2D. En algunas ocasiones, a estos materiales se les puede integrar
una biomolécula para aumentar su selectividad. [36] En la figura 2.1, podemos observan un
ejemplo de nanoparticulas magnéticas utilizadas en la deteccion de micro ARN disenado por
R. Tavallaide y colaboradores. [37]

Manoparticulas
/magnetiu:ﬂs =

fN‘ r:* T o " rﬂqlv{:-c

Ly

"'r’»_e {-: 2 :.'.J} , @ -
-

i~ 1 T
'f - Taroat - &0 210 360
L arge E (riv)

Figura 2.1: Nanoparticulas magnéticas para la deteccién de micro ARN. [2]

Por otro lado, los materiales en 2D son una gran area de oportunidad para el diseno de sistemas
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de deteccién. En los ultimos anos, se ha propuesto que el material por excelencia para desarrollar
dispositivos 2D de reconocimiento de acidos nucleicos sea el grafeno o materiales tipo grafeno
(figura 2.2). [34]

El grafeno estd compuesto por una monocapa de atomos de carbono empacados ordenadamente
en forma de panal (figura 2.2(a)). Es un sistema aromatico hidréfobo, el cual tiene muy buenas
propiedades de conduccién eléctrica y resistencia. [38] Se ha observado, que el grafeno es muy
a fin a los acidos nucleicos, ya que entre ellos existen fuertes interacciones tipo m — m. [34]
Considerando las caracteristicas del grafeno, otro tipo de recurso que presenta propiedades
similares son los compuestos tipo porfirinas, debido a estan conformados por arreglos aromaticos
en forma planar, los cuales parecen ser una opcion de investigacion poco explorada y muy
interesante.

0. - OH
) ' OH
Atomos de carbono unidos hs
A-q en forma hexagona OH 0
S W
¥ X 3
=¥ A 7 > o OH
Lo O/ W
?)/ ?)/ ol = ?: (‘)/ OH Q
r )/ , .\'), . N -r) - r ')
W ? o
'),,‘,r)‘"-%’)" , 4 ()f o ‘0
4 .‘)ﬁ,—()a()"'r?’ ?,’ 2 OH
o ‘)k)/)\. f) ‘:r B “; ~ Tiene un
by o " iemo
(a) Grafeno (b) Oxido de grafeno

Figura 2.2: Materiales tipo grafeno.

2.2. Interaccion entre porfirinas y acidos nucleicos

Las interacciones porfirinas-acidos nucleicos son un area de investigacion muy importante, ya
que, por sus propiedades, las porfirinas tienen aplicaciones en terapia fotodindmica (PDT, por
sus siglas en inglés) y pueden ser buenas candidatas para el diseno de nuevos tratamientos
antivirales. [39,40] Este campo de investigacion estd particularmente reservado para porfirinas
y metaloporfirinas catiénicas (figura 2.3), ya que son ligeramente solubles en agua, croméforos
muy intensos, y en la mayoria de los casos, son fluorescentes. Lo anterior, hace que el monitoreo
de las interacciones con los dcidos nucleicos sea mds sencillo. [41]

CH,

H,C\+

HaTMpyP-44+ HaTMpyP-24+

HaTAP4+

Figura 2.3: Ejemplos de porfirinas catiénicas que interactiian con acidos nucleicos.
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Los principales modos de unién entre las porfirinas con el ADN y el ARN son intercalacién,
unién de ranura y apilamiento (figura 2.4(a)). El modo de unién depende de los sustituyentes
de la porfirina y del metal central. [41] La intercalacién se da preferentemente en sitios ricos en
pares G-C, mientras que la unién de ranura se observa en sitios con pares A-T. [42] Por otro
lado, las interacciones entre porfirinas y agentes nucleicos (bases heterociclicas, nucleésidos y
nucleétidos) se han investigado con el principal objetivo de entender mejor las interacciones
porfirina-ADN. De acuerdo con varios estudios, se ha encontrado que en disolucién, las in-
teracciones m — 7 entre las porfirina y diversos agentes nucleicos resulta en desplazamientos
batacrémicos e hipocrémismo de las bandas de absorcién de la porfirina (figura 2.4(c)). [43] Asi
mismo, se ha encontrado que el posible complejo formado entre las porfirinas y el ATP, como
el que se observa en la figura 2.4(b), muestra que la adenina interactia con el centro hidréfobo
de la porfirina. [42]

(a) Interaccién porfirina-ADN (b) Interaccién porfirina-ATP

012
H,TTMePP 2,404107 mol dm™
+ guanine (NaOH)

0.10 4
424-427

0,08 4

A 0.06 -
0.04 4
0.02 CH, —nt CH, 4
|
- Soret band CH,
0.00 < i i !
375 400 425 450 H:TTMePP

Longitud de onda (nm)

(¢) Espectro de absorbancia de HoTTMePP al interactuar en disolucién con diferentes concentraciones
de guanina (las lineas punteadas indican un aumento en la concentracién de guanina)

Figura 2.4: Diferentes interacciones entre porfirinas-acidos nucléicos y agentes nucleéticos. [40,
42.43]

Existen diversos estudios relacionados con las interacciones porfirinas-nucledsidos, pero la ma-
yoria de éstos son en disoluciéon. Sin embargo, los nucledsidos son moléculas que tienen gran

26



importancia biolégica, de acuerdo con lo ya citado en la introduccién, sino porque también
forman parte de otras biomoléculas (figura 2.5) como son el ATP, ADP, GTP, Acetil CoA,
CDP colina, entre muchas otras.

NH2
o O HQP,p </N | S N Adenosina NH2
YS\/\NJ\/\N o P\,O O N N/) . 0 0 A TSN
H H o4 O oH © i T el <N -
) OH OH OH o N
HQP,@ OH
R\
HO \O OH OH
Adenosina
(a) Acetil CoA (b) ATP

o)
. NH
0 { \ N/)\NH2
HO—-P—-0-P—0—-P-0 N
o o o koj
Guanosina

OHOH

(c) GTP

Figura 2.5: Biomoléculas que contienen un nucledsido dentro de su estructura.

Como se menciond anteriormente, los estudios de interacciones entre acidos nucleicos-porfirinas
se han llevado a cabo mayormente en disolucién. Lo anterior, limita el nimero de porfirinas
que se pueden utilizar para estos estudios, ya que muchas de ellas no son solubles en agua. No
obstante, en aplicaciones donde se tengan sistemas heterogéneos (sélido-liquido) como son los
sistemas de deteccién, esta desventaja se vuelve una ventaja.

2.3. Porfirinas como elementos de reconocimiento

Las propiedades de las porfirinas y de las metaloporfirinas las hacen excelentes candidatas
como receptores en el diseno de sensores, ya que a) la estructura de las porfirinas ofrece muchas
opciones de interaccién con el analito (fuerzas de Van der Waals, interacciones 7 y coordinacion
con el metal central), b) sus propiedades dpticas facilitan el monitoreo de dichas interacciones,
y ¢) la agregacién porfirina-sustrato modula el desempeno del sensor. [44]

En su mayoria, los reportes que existen de porfirinas empleadas como receptores, estudian la
detencién de moléculas como aminas, CO, NO,, y otros compuestos orgénicos en fase gas (figura
2.6). [45—48]
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sn* Co* Cr*

Mn* Fe* Co*

Cu® Ru?+ Zn?*

AEh- 2H+
Arreglo TPP Etanol Piridina Hexilamina
Acetonitrilo Acetona CH:zClz CHCIs

Figura 2.6: Cambio de color debido a la interaccién de metaloporfirinas con diferentes gases
de compuestos orgénicos. Las imagenes se obtuvieron mediante un escédner de cama plana (HP
Scanjet 3¢) y fueron procesadas en el programa Adobe Photoshop. [3]

Cabe mencionar que las interacciones entre compuestos con grupos electrodonadores y porfirinas
han sido estudiados ampliamente en metaloporfirinas de Fe, Ni y Zn, entre otras. Lo cual, no ha
sucedido en derivados de Mn, aunque se ha observado que este tipo de metaloporfirinas forma
complejos con aminas (figura 2.7), [49]. Lo anterior, podria ofrecer resultados interesantes para
el diseno de nuevos sistemas de deteccion.

X = pyridine, X'=Cl

(a) Esquema de (Mn(TPP)Cl(py))"  (b) Estructura de rayos X de (Mn(TpP)Cl(py))™

Figura 2.7: Enlace de coordinaciéon Mn(TPP)Cl-piridina. [49]
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Capitulo 3

Hipodtesis y Objetivos

3.1. Hipdtesis

Se observaran diferencias de la interaccion entre nucledsidos con peliculas delgadas de dos
porfirinas, una libre de metal y otra con centro metélico de Mn(III), que serédn detectables por
medio de cambios morfoldgicos, espectroscdpicos y eléctricos en las peliculas.

3.2. Objetivo general

Estudiar las interacciones entre peliculas de dos porfirinas comerciales, una coordinada a un
centro metalico de Mn(III) y otra sin metal, con diferentes nucledsidos que conforman al ARN
(guanosina, adenosina, citidina y uridina) a través de cambios en la morfologia, la respuesta
espectroscopica y la conductividad eléctrica de las peliculas.

3.3. Objetivos particulares

» Formar peliculas delgadas con moléculas de porfirinas (libres de metal y coordinadas a
un centro metalico de manganeso) empleando la técnica de evaporacién térmica.

» Cuantificar la cantidad de nucleosido adsorbido sobre las peliculas de porfirina como
funcion de su estructura quimica.

= Evaluar los cambios morfologicos de las peliculas antes y después de la interacciéon con
las bases nitrogenadas empleando diferentes técnicas de microscopia (6ptica, electrénica
de barrido, y de fuerza atémica).

» Caracterizar espectroscépicamente las peliculas antes y después de la interaccion con los
nucleosidos mediante las técnicas de IR y UV-Vis.

» Evaluar los cambios en conductividad eléctrica de las peliculas para comparar su com-
portamiento antes y después de la interaccion.

» Emplear la técnica de teorfa de funcionales de la densidad (DFT) para identificar sitios
de interaccion y energias de enlace.
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Capitulo 4

Metodologia

4.1. Materiales empleados

4.1.1. Compuestos utilizados

Para este proyecto se utilizaron dos porfirinas comerciales, el esqueleto de las porfirinas fue el
mismo, lo que cambio entre ellas es que una tiene un centro metalico de Mn(III), mientras que
la otra no. De esta forma, se estudié la influencia de dicho centro metalico en las propiedades
de reconocimiento de las peliculas.

Las porfirinas utilizadas fueron la 2,3,7,8,12,13,17,18-octaetil-21H,23H-porfirina y el cloruro de
2,3,7,8,12,13, 17,18-octaetil-21H,23H-porfirina de manganeso(III) (figura 4.1). Se obtuvieron de
sigma aldrich con una pureza > al 95% y se utilizaron sin tratamiento previo.

HsC CH,4 HsC CH,

H3C CH3 ch CH3

H3C CH3 H3C CH3

Figura 4.1: Estructura de las porfirinas utilizadas. Izq. sin centro metalico, y Der. con centro
metalico de manganeso

Por otro lado, los nucleésidos empleados fueron guanosina (G), adenosina (A), citidina (C) y
uridina (U). La estructura de estos compuestos se encuentra en la seccién de introduccion (ver
figura 1.21). Al igual que las porfirinas, se obtuvieron de sigma aldrich con una pureza mayor
del 98 % y se utilizaron si tratamiento previo.

4.1.2. Sustratos empleados

Los sustratos empleados fueron vidrio y éxido de indio y estano (ITO). Antes de formar el
depdsito, estos sustratos debieron de ser limpiados adecuadamente. El método de limpieza se
describird en parrafos posteriores junto con las caracteristicas de los sustratos.
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Vidrio

El vidrio empleado se obtuvo a partir de porta objetos de la marca MADESA que fueron
cortados a un tamano de 2.5x1 cm. Este tipo de sustratos debe estar libre de polvo y residuos
organicos para evitar defectos en la pelicula que afecten sus propiedades.

Para el lavado del vidrio se utilizé disolucién pirana, que es una mezcla de acido sulfirico y
peroxido de hidrégeno en proporcién 3:1, respectivamente. El procedimiento consistio en:

1. Preparar la disolucion pirana con cuidado, tomando en cuenta las recomendaciones de las
hojas de seguridad.

2. Colocar los sustratos en un vaso de precipitados grande, y agregar lentamente la disolucion
pirana hasta cubrirse.

3. Calentar la mezcla anterior por 30 min a 70° C.

4. Pasado el tiempo, retirar los vidrios de la disolucién y enjuagarlos con agua corriente de
tipo mili-Q.

5. Colocar los sustratos en otro recipiente de vidrio con agua mili-Q) y sonicar por 5 min.

6. Por ultimo, secar los sustratos con aire comprimido y guardar en recipientes cerrados.

Oxido de indio y estano

El ITO es un compuesto ampliamente usado en aplicaciones fotovoltaicas debido a que es un
buen semiconductor transparente (permite el paso de luz visible). [50] Este material se encuentra
disponible comercialmente en forma de una pelicula delgada sobre sustratos de vidrio. Para este
proyecto, se emplearon muestras de ITO de la marca NANOCS de 30 nm de espesor con una
resistividad de 100 Ohm/sq sobre portaobjetos convencionales.

Cabe senalar que se empled este 6xido, ya que se requeria de un sustrato conductor para realizar
las mediciones de conductividad eléctrica.

Antes de depositar las porfirinas sobre ITO, al igual que en el caso del vidrio, debi6 ser lavado
siguiendo el siguiente procedimiento:

1. Colocar los sustratos de ITO en un recipiente de vidrio. Agregar un poco de detergente
y agua mili-Q. Sonicar por 10 min.

2. Retirar el detergente y el agua. Agregar nuevamente agua mili-Q y sonicar por 10 min.
3. Decantar el agua, y colocar acetona. Sonicar por 10 min.
4. Cambiar la acetona por isopropanol. Nuevamente, sonicar por 10 min.

5. Finalmente, quitar el isopropanol, enjuagar los sustratos con agua mili-Q, secar con aire
comprimido y guardar en recipientes cerrados.

4.2. Formacion de Peliculas

Las peliculas se formaron a través de un depdsito fisico en fase vapor, usando el siguiente
procedimiento.
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4.2.1. Evaporacion térmica

Como ya se explicd en la introduccion, la evaporacién térmica es un proceso ampliamente
utilizado para obtener peliculas de grosor nanométrico. Debido a sus caracteristicas, resulto ser
la técnica ideal para formar las peliculas de porfirinas.

Para el deposito fisico se utilizé una evaporadora térmica modelo VCM600 (figura 4.2(a)). Los
sustratos de vidrio e ITO se colocaron dentro de la campana de evaporacién junto con las
porfirinas en un arreglo como se muestra en la disposicién de partes del equipo.

N \ - Sustrato

_Campana

Porfirina 5
N - de vacio

(gas)

Bote de
"~ evaporacion

Sistema
de vacio

Fuente de
alimentacion

(a) Evaporadora VCM600 (b) Disposicién de las partes del equipo

Figura 4.2: Evaporacion térmica

La evaporacién se llevé a cabo a una presién alrededor de 107° mbar a temperatura ambiente.
Al terminar la evaporacion, los sustratos fueron retirados y almacenados para prevenir su
contaminacioén.

4.3. Pruebas de interaccion

La interaccion entre las peliculas y los nucledsidos se realizé en disolucion. Para lo cual, se
prepararon disoluciones de cada uno de los nucledsidos en buffer de fosfatos (pH=7) para
asegurar que la disolucion se mantuviera en pH neutro. Primero, se prepar6 un stock de 4000
ppm y se diluyé a 1000 ppm. El equipo empleado para este paso consistié en una balanza
analitica, matraces volumétricos de 25 mL, y una pipeta de 10 mL.

Las peliculas se sumergieron por separado en las disoluciones de cada nucledsido y en el buffer
de fosfatos de manera pura. Este iltimo paso se realizé para observar si el buffer por si solo,
cambiaba las caracteristicas de las peliculas. El tiempo de inmersién fue de 1 h en todos los
casos.

4.4. Métodos de caracterizacion

Los métodos de caracterizacion se realizaron por separado, tanto para la porfirina sin metal,
como para la porfirina con Mn como se describe a continuacion.

4.4.1. Caracterizacion morfolégica
SEM

Las imagenes de la superficie de las peliculas se obtuvieron por microscopia electrénico de
barrido (SEM por sus siglas en inglés). Esta caracterizacion se llevé a cabo en un equipo
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de alta resolucién (JEOL JSM-7800F) (figura 4.3). Para obtener las imégenes, se utilizaron
electrones secundarios a bajos voltajes de aceleracion y distancias de trabajo menores a 10 cm.

Figura 4.3: Microscopio electréonico de barrido JEOL JSM-7800F

AFM

La caracterizacién por microscopia de fuerza atémica se llevo a cabo en el microscopio JEOL
JSPM4210 (figura 4.4). Para este anélisis, se utiliz6 el modo intermitente y se realizaron barridos
de 10 y 5 pm de lado. Las imagenes obtenidas fueron procesadas en el software WSxM Develop
9.4. [51]

Figura 4.4: Microscopio de fuerza atémica JEOL JSPM4210

Grosor de las peliculas

El grosor de las peliculas se determiné mediante la técnica de AFM. Una vez que ya se habian
formado las peliculas, con ayuda de unas pinzas se realizé un pequeno rayon en una de las
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esquinas de la pelicula para retirar la porfirina depositada en esa zona. Posteriormente, se
obtuvo una imagen de AFM de la zona con el rayon. Mediante el software WSxM Develop 9.4
se determind el grosor de la pelicula.

4.4.2. Propiedades espectroscopicas

Se emplearon dos técnicas de caracterizacion espectroscopica: IR y UV-Vis. A continuacién se
describe la metodologia empleada para cada una de ellas.

Espectroscopia IR

Para hacer esta caracterizacién se usé un equipo Perkin Elmer modelo Spectrum TWO (figura
4.5), con el cual se obtuvieron los espectros del vidrio limpio, de la pelicula sin tratamiento
previo, la pelicula sumergida en buffer, y las peliculas sumergidas en cada una de las disoluciones
de nucleésidos. El ruido ocasionado por el vidrio fue retirado mediante un procesamiento datos.

Figura 4.5: IR Perkin Elmer Spectrum TWO

Espectroscopia UV-Vis

Esta caracterizacién se realizé en un equipo Perkin Elmer modelo Lambda 35 (figura 4.6).
La caracterizacién consistié en la calibracion del equipo colocando un sustrato de vidrio limpio
como blanco. Posteriormente, se obtuvo el espectro de absorbancia de la pelicula sin tratamiento
previo, la pelicula sumergida en buffer y cada una de las peliculas sumergidas en las disoluciones
de los nucledsidos empleados.

=

NSNS

Figura 4.6: Espectrofotémetro UV-Vis Perkin Elmer Lambda 35
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4.4.3. Pruebas de conductividad

Estas pruebas se realizaron en un equipo casero para evaluar conductividades eléctricas. Se mi-
dieron los cambios de voltaje de las peliculas antes y después de sumergirlas en las disoluciones,
asi como el cambio de voltaje para el I'TO limpio. El arreglo de puntas se conecté a una fuente
de precision Keithley Source Meter, la cual imponia una corriente eléctrica lineal y media la
diferencia de potencial correspondiente. Los datos obtenidos fueron graficados, y a partir de
ellos se calculo el valor de resistencia correspondiente.

4.4.4. Calculos DFT

Los calculos empleando teoria de funcionales de la densidad se realizaron en la supercompu-
tadora Miztli de la UNAM usando el programa Gaussian. De manera inicial, se corrieron todas
las moléculas de forma independiente en agua (dado que la interaccién inicial se dio en la solu-
cién buffer), para encontrar sus configuraciones de minima energia empezando desde métodos
semiempiricos hasta DFT. La base final empleada fue B3LYP/6-31+G(d), ya que se habia
empleado en otros trabajos con buenos resultados. [52]

Una vez que se tuvieron todas las moléculas individuales optimizadas a esta base, se corrieron 4
configuraciones iniciales para la interaccién entre las moléculas PP y PPMn con cada nucleésido
en agua. Las corridas se iniciaron usando métodos semiempiricos hasta B3LYP/6-314+G(d),
para ser consistente con los estados de minima energia de cada molécula individual. Una vez
finalizadas las optimizaciones, se calcularon las energias de enlace y se identifico la configuracién
de minima energia para ser representada en los resultados de cada interaccién.

4.5. Cuantificacion

Es importante conocer la cantidad de nucleésido que se adsorbié en cada pelicula, dado que
este dato nos habla de la eficiencia de dicho proceso. Para ello, se cuantifico la concentraciéon
remanente de nucledsidos en las disoluciones empleadas después de retirar las peliculas. Ya que
los nucledsidos presentan senales en la region del UV (tabla 4.1), la cuantificacién se realizé
a través de una curva de calibracion por espectroscopia UV-Vis. Para realizar este paso, se
empled un espectrofotémetro E-Chrom modelo CT-8600 con una ventana de 190 a 1100 nm
empleando celdas de cuarzo.

Tabla 4.1: Valores de absorbancia de nucledsidos

Nucleésido | Guanosina | Adenosina | Citicina | Uridina

Maximo de

Absorbancia 251 258 270 261
(nm)

El proceso de cuantificacién implico la preparacion de disoluciones con concentraciones de 8
ppm a 24 ppm, a partir de un stock de 1000 ppm (tabla 4.2). Una vez que ya se contaba con
estas disoluciones, se realizaron las mediciones en el mismo equipo (previamente calibrado).
Se tomo el maximo de absorbancia para cada una de las disoluciones, y se relacioné con su
concentracion correspondiente. Lo anterior, permitié obtener una curva con tendencia lineal
entre absorbancia y concentracién (Ley de Beer-Lambert).

Una vez que se tenfa la curva de calibracién (figura 4.7), se realizaron las mediciones de las
disolucion desconocidas. En este caso, la disolucién donde previamente se habia sumergido la
pelicula. Para hacer la cuantificacién, se realizaron diluciones de tal forma que se obtuvieran
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concentraciones entre 17-16 ppm para evitar la saturacién de la senal. A la nueva disolucién,
se le midi6é su absorbancia en el equipo de UV-Vis, y con ayuda de la curva de calibracién, se
obtuvo la concentracion de la diluciéon buscada empleando la siguiente ecuacion:

10mL - Odilucino'n

= Odisolucién 4.1
V;zlicuota(mL) ( )

Tabla 4.2: Alicuotas tomadas para hacer las diluciones

Stock 1000 ppm
Alicuotas (uL) | Concentracién (ppm)
80 8
100 10
120 12
140 14
160 16
180 18
200 20
220 22
224 24
1
09 —ll
e
m 08 o
% 07 *
= Kl
g E 06 0 -
3 < 05 . y = 0.0358x + 0.0645
04 ’ R?=0.9971
0.3 J
7 12 17 22 27
20 aa Concentracién (ppm)
Longitud de anda (nm)

Figura 4.7: Curva de calibracién para la guanosina

Esta metodologia se llevo a cabo para los cuatro nucledsidos utilizados. Las curvas de calibraciéon
junto con los espectros de absorbancia se encuentran en el Apéndice A.
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Capitulo 5

Resultados y Analisis

En este capitulo, se analizardn y se compararan los resultados obtenidos para cada porfirina.

Para hacer mas facil la identificacién de las peliculas de 2,3,7,8,12,13,17,18-octaetil-21H,23H-
porfirina y del cloruro de 2,3,7,8,12,13,17,18-octaetil-21H,23H-porfirina de manganeso(III) se
denominaran PP y PPMn, respectivamente. Asi mismo, a lo largo del siguiente texto, van a
aparecer constantemente las abreviaturas B, G, A, C, y U que se utilizan para identificar el
buffer de fosfatos y a cada uno de los nucledsidos empleados en este proyecto segin su letra
inicial.

Es importante mencionar que debido a la pandemia causada por el COVID-19, no estdn com-
pletos los resultados para la interaccion de las peliculas con la guanosina.

5.1. Cantidad de nucledsidos adsorbidos

El proceso para conocer la cantidad de nucledsidos adsorbidos se explicé detalladamente en el
capitulo anterior. Los resultados obtenidos para cada pelicula fueron los siguientes:

Tabla 5.1: Nucleosidos adsorbidos por las peliculas

- Cantidad adsorbida (ppm)
Nucledsido Pp PPN
Guanosina | 37.75 43.60
Adenosina | 12.35 37.89

Citidina 4.52 111.78
Uridina 2.22 303.33

Como ya sabemos, los nucledsidos empleados tienen en su estructura una secciéon idéntica que
corresponde a la ribosa. Sin embargo, cada uno de ellos se adsorbe en cantidades distintas como
se observa en la tabla 5.1, lo cual indica, que no solo la ribosa interactia con la pelicula sino
que también la base nitrogenada impacta en la interaccion. De la tabla 5.1, también podemos
observar que en PP el nucledsido que se absorbe mas es la guanosina seguido por la adenosina.
Lo anterior, evidencia que la pelicula libre de metal es méas afin a adsorber basa puricas, caso
contrario ocurre en PPMn, donde observamos que se absorben mas las bases pirimidinicas,
estando en primer lugar la uridina y en segundo lugar la citidina. Estos resultados coinciden
con lo encontrado en la literatura, dado que se sabe que los nucledsidos piricos tienden a
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interactuar mas fuertemente con las porfirinas, en cambio, esta tendencia no siempre es igual
para las metaloporfirinas. [53]

Cabe mencionar que, independientemente de que nucledsido se adsorbié en mayor proporcién,
las peliculas PPMn adsorbieron una cantidad mucho mayor en relacion a todos los nucledsidos.
Lo anterior, se puede atribuir a la presencia del Mn (III), ya que como se mencioné en los
antecedentes, existe amplia evidencia de que los sistemas porfirina-Mn son atractivos a grupos
electrodonadores.

5.2. Morfologia de las peliculas

5.2.1. SEM

Es importante conocer la morfologia de la superficie de las peliculas antes de realizar cualquier
modificacién, ya que asi, no solo se puede asegurar que se tiene una pelicula de buena calidad,
sino también, para comparar las superficies después de las interacciones. Para este fin, las
peliculas PP y PPMn se caracterizaron morfolégicamente de manera inicial con la técnica de
SEM. A continuacién, se presentan los resultados obtenidos.

Pelicula x1,500 x10,000
PP

PPMn

Figura 5.1: Imagenes SEM de las peliculas PP y PPMn puras a x1,500 y x10,000 aumentos

En la figura 5.1, podemos observar las peliculas puras de las porfirinas sin metal (PP) y con
centro metalico de manganeso (PPMn) en acercamientos de x1,500 y x10,000 aumentos. Pa-
ra ambos casos, se puede decir que las peliculas se encuentra depositadas de manera regular,
formando una superficie compacta con algunos agregados de tamano pequeno distribuidos alea-
toriamente. En particular, en PP se observan algunas protuberancias a lo largo de la pelicula,
lo que probablemente indique que al final de la evaporacion se empezaba a formar una nueva
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capa de porfirina. Este comportamiento no se observa evidente para PPMn a grandes escalas.
Por otro lado, en las imagenes a x10,000 aumentos se ve que las dos peliculas son rugosas,
puesto que a lo largo de las peliculas hay agregados distribuidos sobre toda la superficie. No
obstante, la forma de esta rugosidad es distinta para cada caso. Mientras que en PP se observan
agregados amorfos, PPMn tiene estructuras de tipo semicircular bien definidas.

Una vez analizada la morfologia de las peliculas sin ninguna modificacion, se observaron los
cambios morfoldgicos que estas interfases sufrieron al realizar las pruebas de interaccién con
el buffer y los nucledsidos. Para esta parte del andlisis, se escogieron las imagenes a x1,500 y
x5,000 aumentos, ya que a estas magnificaciones fueron donde se apreciaron los cambios mas
destacados.

En la figura 5.2, podemos encontrar las imagenes que corresponden a PP de las cuales se
observa que la interaccién con el buffer no cambia la textura superficial de la pelicula de manera
significativa. De las imagenes que corresponden a la interaccion con los nucleésidos, podemos
observar que la adenosina es la que més se adsorbe y forma crecimientos alargados sobre la
pelicula. En el caso de PPC y PPU en la imagen a x1,500 aumentos, no se observa ningin
cambio importante, pero en la imagen a x5,000, aumentos observamos pequenos crecimientos
de forma circular sobre la superficie de la pelicula. Cabe destacar que en PPC estos crecimientos
estan mas dispersos y grandes, mientras que en PPU son mucho méas pequenos y se encuentran
mas juntos. Finalmente, en PPC y PPU la adsorcién de los nucledsidos es més uniforme que
en PPA.

Las imagenes obtenidas por SEM para PPMn se aprecian en la figura 5.3. Aqui, se ve que el
buffer cambia ligeramente la forma de la superficie, pero no parece degradar la pelicula. De
estas imagenes, lo primero que salta a la vista es que los nucledsidos se adsorben en mayor
proporcion comparandola con la superficie PP, lo cual coincide con los resultados obtenidos de
la cuantificacién. Estas imagenes muestran la formacion no solo de recubrimiento completos
en las superficies, sino también, el crecimiento de estructuras de tipo alargado sobre toda la
interfase. Los crecimientos de adenosina tienen forma definida, lo que daria a pensar que son
de tipo cristalino, mientras que los de citidina y uridina son amorfas. En este caso, no hay
uniformidad en la adsorciéon de ninguno de los nucledsidos.

En la figura 5.4, se muestra un acercamiento de las estructuras observadas para PPMnA, y se
indica con varios colores, la forma y tipo de angulos que presentan cada una de estas estructuras.
De estas imagenes, se puede ver que las estrcturas tienen forma de paralelepipedos, con extremos
en forma de punta facetada, y cuyas longitudes se encuentran alrededor de 1 ym. Cabe senalar
que la estructura cristalina de la adenosina fue reportada por primera vez en 1982. Se sabe, que
corresponde a una celda cristalina monoclinica, grupo espacial P2y, y hay dos moléculas por
celda. [54] La forma regular de las estructuras observadas en las imégenes para PPMnA, parece
corresponder a un sistema monoclinico. Analizando las formas regulares de esta interaccién, es
posible identificar una cara cuyos lados forman un angulo de 90 grados, mientras que otra de las
caras tiene un angulo de 145 grados, aproximadamente. Lo anterior, sugiere que la adenosina
se agrega en la superficie conservando su arreglo cristalino.
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Figura 5.2: Imagenes de SEM de PP después de ser expuestas a los nucledsidos
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Figura 5.3: Imagenes de SEM de PPMn después de ser expuestas a los nucledsidos

41



lpm IF-7800F 06-Feb-20
1.50kV LED SEM WD 4.8mm 12:23:48

Figura 5.4: Cristales de adenosina
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5.2.2. AFM

Las imagenes obtenidas por AFM tanto para PP como para PPMn se observan en la figura
5.5. De esta figura, podemos ver que la pelicula mas irregular es PP, y como ya se mencioné en
la seccién anterior, PPMn tiene una morfologia de tipo granular. Los granos de esta superficie
son de tamano muy similar, mientras que los presentes en PP no tienen una forma definida.
De estas imagenes, también se puede observar que la superficie PPMn es méas compacta y mas
plana en comparacién con la PP. Esto se refleja en la barra de alturas, en donde se ve que la
mayor diferencia de alturas corresponde a la pelicula PP, y la menor a PPMn.

-.'lr .

‘ rB.‘.
-
. v : A
3

0nm

(b) PPMn a 10 pm

Figura 5.5: Imagenes de AFM para PP y PPMn

En la figura 5.6, se puede observar que PPMn tiene un espesor promedio de 110 nm, aproxi-
madamente, mientras que PP presenta un espesor promedio de 75 nm. No es ninguna sorpresa
que PPMn sea mas gruesa que PP, ya que, aunque las condiciones de evaporacion de las dos
porfirinas fueron practicamente iguales, la estructura tridimensional de la porfirina de Mn co-
rresponde a una piramide de base cuadrada, la cual ocupa maéas espacio que la porfirina sin
metal que simplemente es de tipo planar.
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Figura 5.6: Espesor de las peliculas de porfirina

Las imagenes que corresponden a las peliculas que interactuaron con el buffer y los nucledsidos se
encuentran en las figuras 5.7 y 5.8, mientras que la informacién correspondiente a la rugosidad de
las peliculas se encuentra en la tabla 5.2. En las imagenes correspondientes a PP antes y después
de la interaccion podemos notar un cambio en PPB. Esta superficie presenta una estructura
granular con agregados grandes de tamanos similares, y dispersos uniformemente a lo largo de
la pelicula. Lo anterior, le da una menor rugosidad a diferencia de PP, en donde la morfologia
es distinta y la rugosidad es mayor. Ahora bien, no se observa el depdsito de material sobre la
pelicula ni degradacion de ésta, por lo cual, podemos concluir que la interaccién con el buffer
unicamente altera la textura de la superficie de PP. Esto se puede deber a la hidrofobicidad de
la pelicula, que al entrar en contacto con el buffer, sufre de una adsorcion superficial.

Tabla 5.2: Rugosidad de las peliculas

PP PPB PPA PPC PPU
Rugosidad | 19.05 nm | 24.38 nm | 93.40 nm | 59.62 nm | 28.50 nm
PPMn PPMnB | PPMnA PPMnC | PPMnU
Rugosidad | 9.45 nm | 44.51 nm | 375.90 nm | 220.70 nm | 113.2 nm

De las imégenes para las peliculas PP que interactuaron con los nucledsidos, podemos observar
que PPA y PPC presentan recubrimientos de la superficie casi completos. En ciertas regiones,
se alcanzan a distinguir algunas zonas irregulares que no fueron cubiertas por las moléculas
dejando huecos distribuidos aleatoriamente. De igual manera, sobre la superficie de las peliculas
de nucledsidos, se ven agregados alargados y amorfos a lo largo de la nueva interfase.

Por otro lado, PPU presenta un recubrimiento més uniforme de la superficie con agregados
de tipo esférico y tamanos similares, distribuidos uniformemente por toda la interfase. En
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algunas regiones, se puede ver el inicio del crecimiento de agregados de mayor tamano. Estas
observaciones concuerdan con el analisis de SEM. Ademads, a partir de la rugosidad de las
peliculas podemos inferir que los crecimientos de adenosina y citosina son los més grandes, ya
que estos valores de altura y rugosidad estdn por arriba de 1 pm y 50 nm, respectivamente,
mientras que PPU tiene valores menores a 30 nm, muy cercanos al valor del buffer.

0.240 ym 1.19um

0 pm 0 pm

(c) PPC (d) PPU

Figura 5.7: Iméagenes de AFM para las peliculas PP que interactuaron con los diferentes nu-
cledsidos

En el caso de PPMn (figura 5.8), también podemos notar un cambio a causa de la interaccién
con el buffer, ya que PPMnB no presenta la misma textura que PPMn. Este cambio a causa del
buffer se puede deber, como ya se menciond, a la hidrofobicidad de la pelicula. Por otro lado, en
PPMnA, PPMnC, y PPMnU podemos observar los crecimientos alargados que se observaron
en SEM. Considerando los datos de rugosidad, la pelicula mas rugosa es la que interactué con la
adenosina, lo cual puede deberse a que siendo el nucledsido que se adsorbié menos, se encuentra
mas disperso a lo largo de la pelicula.

De manera general, tanto en las peliculas de PP y PPMn vistas por AFM, podemos ver cambios
en la textura, altura y rugosidad de las peliculas después de interactuar con las soluciones, por
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lo que se puede decir que si hubo uno fenémeno de adsorciéon en cada caso.
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Figura 5.8: Imagenes de AFM para las peliculas PPMn que interactuaron con los diferentes
nucleésidos

5.3. Cambios espectroscopicos

5.3.1. Espectros IR

El espectro obtenido para PP se presenta a continuacién (figura 5.9). Como podemos observar,
las senales en este espectro no son intensas y su interpretacién se complica. Lo anterior, pudo
deberse a que los estudios se realizaron en una regién de la pelicula de bajo espesor. Afortuna-
damente, el espectro obtenido para PPB estd mejor definido, y las senales se encuentran en la
misma posicion que para el IR de PP, por lo que utilizaremos este espectro para identificar las
senales caracteristicas de la porfirina.
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100- M\/\V
957 C=C N=C
N-H
m_
C-H
85— aromatico
H3yC—y /—CHj;
C—H |IF ‘\N =
80— H;C Hs
H;C Hs
=)

4000 3500 3000 2500 21:)'01:11 1500 1000
Frecuencia (cm )

Figura 5.10: Anélisis del IR correspondiente a PPB
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En el espectro que corresponde a PPB (figura 5.10), podemos observar las senales caracteristi-
cas que corresponden al esqueleto de la porfirina como son los estiramientos para N-H, C-H
aromatico; C=C, N=C y N-C. También, se observan las senales correspondientes a los estira-
mientos C-H de las cadenas alifaticas.

100——\,ﬁmw
S 95
3
o
[&]
[
i)
£ 904
wn
[
©
|_
]
85-
——PPMn
— PPMnB
4000 3000 2000 1000

Frecuencia (cm'1)

Figura 5.11: Espectros IR para PPMn y PPMnB

Por otro lado, los IR para PPMn y PPMnB se observan en la figura 5.11. En este caso, los dos
espectros presentan senales intensas y bien definida. Sin embargo, el analisis lo realizaremos
con el IR de PPMnB para ser congruentes en nuestros andlisis y resultados.

La figura 5.12 corresponde el IR de PPMnB, en el que podemos observar las senales carac-
teristicas correspondientes al esqueleto de la porfirina (N-H, C-H aromatico; C=C, N=C y
N-C), asi como los estiramiento C-H, senales de las cadenas alifaticas. Por otro lado, la senal
correspondiente al estiramiento Mn-Cl que se observa a frecuencias entre 300-200 cm™!, [55]
no fue posible detectarlo, ya que el equipo que se utilizé no tiene una ventana tan amplia para
observar esta sefial. Finalmente, en valores alrededor de 475 cm™! se alcanzan a ver algunas
senales que podrian corresponder al estiramiento Mn-N, pero ya que el equipo no alcanza a
cubrir todo el rango en donde pueden aparecer estas senales, no podremos concluir que este
pico corresponda a ese enlace.

Los IR de PPB y PPMnB son préacticamente iguales entre si, aunque las principales diferencia
entre ellos son la sefial alrededor de 3400 cm™' en PPB que corresponde al estiramiento N-H,
y la sefial en 475 cm™! del IR de PPMnB, la cual corresponde al estiramiento Mn-N.
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A continuacién, se presentaran los espectros IR obtenidos de la interaccion de las peliculas
con los nucledsidos. Para facilitar el analisis de los mismos, se dividirdn en secciones donde se
observaron las senales representativas de las porfirinas.

IRs obtenidos de la interaccion de PP con los nucledsidos

En la figura 5.14 podemos observar los espectros IR para las peliculas PP que interactuaron
con los diferentes nucledsidos. A simple vista, los espectros correspondientes a la interaccién
con los nucledsidos presentan senales menos intensas, lo cual probablemente esté relacionado al
depésito del nucledsido sobre la pelicula.
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Figura 5.14: IRs obtenidos para las peliculas PP que interactuaron con los diferentes nucledsidos

La primera zona del espectro que analizaremos corresponde a la que se encuentra en las frecuen-
cias mas altas (figura 5.15). En esta region, podemos apreciar que las sefiales que corresponden
al estiramiento C-H en las cadenas alifaticas y la senal C-H aromatico, practicamente desapa-
recen. Lo anterior, se puede deber a que al adsorberse los nucledsidos en la pelicula interfieren
con estas senales. El mismo fenémeno lo podemos observar con la senal del estiramiento N-H.
Estos resultados son iguales para los sistemas PPA, PPC y PPU.

La siguiente zona a analizar es la que se observa en la figura 5.16. En esta regiéon podemos
observar que las senales que corresponden al estiramiento C=C de la porfirina desaparecen. Asi
mismo, la senal que corresponde al estiramiento N=C se mantiene, pero es menos intensa. No
se observa la aparicion de senales nuevas.
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Figura 5.15: Analisis Zona I de los IRs que corresponde a la interaccién de PP con diferentes
nucleodsidos

— 1

vl 1

. 1

= 1

3] W“/.‘A/M\J |
O
&

= 100+

E
W
-
o

= |

1

C=C 1

[

|

N=C !

1

1

1

L} 1 I

2500 2000 1500

Frecuencia (cm”)

Figura 5.16: Anélisis Zona II de los IRs correspondientes a la interaccion de PP con diferentes
nucleodsidos

51



Finalmente, en la figura 5.17, se muestra las senales de la Zona III, las cuales se mantienen
para todos los sistemas. No se aprecia la apariciéon de alguna senal nueva ni tampoco el despla-
zamiento de senales.
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Figura 5.17: Anélisis Zona III de los IRs correspondientes a la interaccion de PP con diferentes
nucleésidos
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Figura 5.18: IRs obtenidos para las peliculas PPMn que interactuaron con los diferentes nu-
cledsidos
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IRs obtenidos de la interaccién de PPMn con los nucledsidos

Al igual que en el caso anterior, a simple vista los IRs obtenidos de la interacciona de los
nucleésidos con PPMn (figura 5.18) presentan senales poco intensas.

En la zona de frecuencias mayores (figura 5.19) podemos observar las senales correspondientes
al estiramiento C-H de las cadenas alifaticas. Aun asi, en la citidina y la uridina son muy poco
intensas. De los resultados anteriores se pudo determinar que estos nucledsidos son los que mas
se adsorben sobre esta pelicula. Por lo cual, es 16gico que interfieran con la senal. Por otro
lado, si ponemos atencion en la senal que corresponde al estiramiento C-H aromatico, podemos
observar que en las peliculas que adsorbieron los nucledsidos desaparece dicha senal.
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Figura 5.19: Anadlisis Zona I de los IRs correspondientes a la interaccién de PPMn con diferentes
nucleodsidos

En la siguiente zona a analizar (figura 5.20), podemos observar que la senal que se encuentra
alrededor de 1700 cm™! es mds intensa para PPMnC y PPMnU. Lo anterior, se puede deber
a que los nucleésidos con los que interactud la pelicula presentan un grupo carbonilo, y la
senal podria superponerse con la senal correspondiente al estiramiento C=C. También podemos
observar que la sefial cercana a 1600 cm™!, que también corresponde al estiramiento C=C,
desaparece en PPMnC y PPMnU.

Las sefiales que se encuentran por 1500 cm ™ se conservan en todas las peliculas, pero son menos

intensas y definidas dependiendo del nucledsido con el que hayan interactuado. En esta parte
del espectro también podemos observar la aparicién de nuevas sefiales en 1232 y 1348 cm™?, las
cuales asignamos al estiramiento C-O y C-N, grupos presentes en los nucledsidos adsorbidos.

Finalmente, la senal que corresponde al estiramiento C=N se mantiene, pero es menos intensa
en las peliculas que interactuaron con los nucledsidos. Como ya se explicé anteriormente, se
puede deber a que la presencia de estas moléculas interfiere con esta senal de la porfirina.

La ultima zona del espectro a analizar la podemos apreciar en la figura 5.21. En ella, se observa
que la senal que corresponde al estiramiento C-N en la porfirina disminuye su intensidad hasta
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practicamente desaparecer. Por otro lado, aparece una nueva senal en los espectros correspon-

dientes a las peliculas que interactuaron con los nucledsidos que asignaremos a su estiramiento
C-N.
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Figura 5.20: Anélisis Zona II de los IRs correspondientes a la interaccién de PPMn con diferentes
nucledsidos
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De los resultados obtenidos en esta seccion es importante resaltar que, a diferencia de lo encon-
trado en los IRs para PP, los espectros aqui presentes tienen senales nuevas que corresponde
a los nucledsidos. Lo anterior, concuerda con lo ya observado, puesto que PPMn adsorbié una
mayor cantidad de cada uno de los nucledsidos a diferencia de PP donde se adsorbio menos
cantidad, por lo que es logico que las senales que corresponden a los grupos funcionales de éstos
sean detectables por espectroscopia IR.

5.3.2. Espectros UV-Vis

En el espectros de absorbancia obtenidos para PP (figura 5.22), podemos ver las senales ca-
racteristicas de la porfirina. La banda de Soret tiene su méaximo de absorbancia en 387 nm,
mientras que las cuatro bandas Q se encuentran entre los 490-673 nm. Este espectro nos indica
que las propiedades de adsorcion de las peliculas es muy buena, ya que todas las senales se
definen muy bien.
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Figura 5.22: Espectro de absorbancia de PP

El espectro de absorcion correspondiente a PPMn se muestra en la figura 5.23. En este espectro
podemos observar que el maximo de la banda de Soret se encuentra en 359 nm. Por otro lado,
el numero de bandas Q se reduce a dos, lo cual indica que nuestra metaloporfirina es regular.
Aqui, la banda « (474 nm) es més intensa que la banda 5 (566 nm). Esto quiere decir, que el
Mn(IIT) forma un cuadrado plano estable con la porfirina.

95



3 Banda de Soret |— PPMn
CHj

©
2 2 CH,
o CH,
(5]
c
E CHy
O
!
L 14
<L

|:|-

400 600 800 1000

Longitud de onda (nm)

Figura 5.23: Espectro de absorciéon de PPMn

Analisis de los espectros de absorciéon obtenidos de la interaccién entre PP y los
nucledsidos

En la figura 5.24 podemos observar la comparacién entre los espectros de absorcion de PP, PPB,
PPA, PPC y PPU. En todos ellos se pueden observar la banda de Soret y las bandas Q. La
banda de Soret para PPB, PPC y PPU presentan un desplazamiento hipsocrémico con respecto
a PP. El que PPB presente este desplazamiento indica que la interaccion con el buffer cambia
las propiedades de absorcién de la pelicula, lo cual coincide con los resultados obtenidos hasta
el momento, puesto que en todos los casos se ha observado que el buffer cambia las propiedades
de la pelicula inicial. El maximo de la banda de Soret para PPB se encuentra en 373 nm con
una intensidad de 1.9 u. Estos cambios probablemente se deban a un mejor apilamiento 7 entre
las porfirinas depositadas en la pelicula. Las bandas Q para PPB se encuentran en los mismos
valores de longitud de onda que PP.

Para tener un analisis més detallado de los cambios en los espectros de absorciéon de PPA, PPC
y PPU, estos se analizaran por separado y se compararan contra PP y PPB, respectivamente.

La figura 5.25 nos muestra el espectro de absorcion correspondiente a PPA donde el maximo
de absorcién de la banda de Soret para esta pelicula se encuentra en 393 nm, mientras que
la intensidad de absorcién es de 1.62 u. Si comparamos estos valores con los de PP, podemos
observar que la banda de Soret de PPA sufre un desplazamiento batocrémico de 6 nm mientras
que la intensidad de la senal es menor. Ahora bien, si hacemos la comparaciéon contra PPB
también observamos un desplazamiento batocromico de 20 nm de la banda de Soret de PPA | y al
igual que en PP, la intensidad de la senal es menor. Los cambios en las bandas Q corresponden a
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un desplazamiento batocrémico de la II y uno hipsocrémico de la 11, que resultan del reacomodo
de las cadenas laterales de la porfirina en la pelicula.
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Figura 5.24: Comparacion de los espectros de absorbancia para PP, PPB y las peliculas que
interactuaron con los nucleosidos
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Figura 5.25: Analisis del espectro de absorciéon de PPA
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A continuacién se presenta el espectro de absorcién para PPC (figura 5.26). En éste, podemos
observar que el maximo de absorcion para la banda de Soret se encuentra en 378 nm con
una intensidad de 1.87 u. Comparando estos resultados con PP, vemos que PPC presenta
un desplazamiento hipsocréomico de la banda de Soret de 9 nm y la intensidad de la senal
disminuye. Mientras que al comparar los resultados con PPB, observamos que la banda de
Soret de PPC sufre un desplazamiento batocréomico de 5 nm con una intensidad ligeramente
menor. Las bandas Q de PPC realmente no sufren ningin cambio relevante, iinicamente II se
desplaza ligeramente a longitudes de onda mayores.
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Figura 5.26: Anélisis del espectro de absorcién de PPC

La figura 5.27 corresponde al espectro de absorcién de PPU. Para esta pelicula, el maximo
de absorcion de la banda de Soret se encuentra en 373 nm con una intensidad de 1.86 u,
lo que implica un desplazamiento hipsocrémico y una disminucién de la intensidad de la senal
respecto a PP. Al comparar con PPB, el maximo de absorcion de la banda de Soret se encuentra
a la misma longitud de onda, pero la intensidad de la senal es ligeramente menor. En las
bandas Q podemos observar dos cambios importantes, la banda III presenta un desplazamiento
hipsocrémico, mientras que la II tiene un ligero corrimiento al rojo.

De acuerdo con lo encontrado en la literatura, la presencia de interacciones m — 7 entre las
porfirina y diversos agentes nucleicos resulta en desplazamientos batocrémicos, asi como hipo-
cromismo (disminucién de la intensidad de las sefiales), de la banda de Soret de la porfirina. [43]
Teniendo esto en mente y considerando los datos colocados en la tabla 5.3, podemos determinar
que todos los nucledsidos estudiados presentan cierta interaccion = — 7 con la pelicula de porfi-
rina, pero la adenosina, por mucho, es el nucledsido que interactia con mas fuerza. Lo anterior,
coincide con el hecho de que este sea de los nucledsido que més se adsorbié en la pelicula.

En el caso de las bandas Q, el cambio que observamos en los espectros, también esta relacionado
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con las interacciones entre los nucledsidos y la pelicula de porfirina.
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Figura 5.27: Anélisis del espectro de absorciéon de PPU

Tabla 5.3: Cambios observados en los espectros de PPA, PPC y PPU

Banda de Soret
Desplazamiento
PPA PPC PPU
PP Desplazamiento Desplazamiento Desplazamiento
batocréomico hipsocrémico hipsocrémico
PPB Desplaza/mi.e nto De.s plazafnit.ento Sin desplazamiento
batocrémico hipsocrémico
Diferencia de Intensidades
PP 0.65 0.40 0.41
PPB 0.28 0.03 0.04
Bandas Q
PPA PPC PPU
II II1 II II II1
PP | Desplazamiento | Desplazamiento | Desplazamiento | Desplazamiento | Desplazamiento
PPB batocrémico hipsocrémico batocrémico batocrémico batocréomico

Analisis de los espectros de absorbancia obtenidos de la interaccion entre PPMn y
los nucledsidos

En la figura 5.28 se encuentran todos los espectros de absorcién obtenidos para PPMn, PPMnB
y para las peliculas que interactuaron con cada uno de los nucledsidos. A simple vista podemos
observar que hay cambios muy interesantes en todos los espectros.
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Al igual que en PP, la interaccién de PPMn con el buffer (PPMnB) cambia la intensidad de la
banda de Soret, pero la posicién del maximo de absorcién para esta senal no cambia. El cambio
en la intensidad antes mencionado probablemente se deba a que la interaccién con el buffer
mejore la senal de las porfirinas que se encuentran en la interfase. Las bandas Q no cambian la
posicion del maximo de absorcion, pero si la intensidad de estas senales. Esto coincide con los
resultados obtenidos hasta el momento, ya que se ha observado que las propiedades de PPMn
cambian al interactuar con el buffer.
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Figura 5.28: Comparacion de los espectros de absorbancia para PPMn, PPMnB y las peliculas
que interactuaron con los nucledsidos

El andlisis de PPMnA, PPPMnC y PPMnU se realizara por separado, y se comparara contra
PPMn y PPMnB, respectivamente.

El espectro de absorbancia para PPMnA se aprecia en la figura 5.29. En el podemos observar
que la banda de Soret sufre un desplazamiento batocréomico de 3 nm, pese a ello, la intensidad
de ésta es mayor a la de PPMn y PPMnB (0.01 y 0.49 u), respectivamente. Por otro lado,
también podemos ver un desplazamiento batocromico de la banda .

La figura 5.30 corresponde al espectro de absorbancia de PPMnC. En él, podemos observar que
no hay desplazamiento de ninguna de las senales. Sin embargo, el cambio méas notorio es en la
banda de Soret que aumenta drasticamente su intensidad y no es tan ancha en comparacién
con PPMn y PPMnB. Lo anterior, podria indicar un mejor acoplamiento electrénico entre el
nucleésido y la porfirina.
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Figura 5.30: Anélisis del espectro de absorciéon de PPMnC
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Como podemos observar en la figura 5.31, el espectro correspondiente a PPMnU presenta
cambios en las bandas Q, ya que tienen un ligero desplazamiento batocrémico de 2 («) y 3 nm
(B), respectivamente. La banda de Soret no sufre ningtin desplazamiento, pero si disminuye su
intensidad si la comparamos con respecto a PPMn. Ademds, aumenta ligeramente su intensidad
al comparar con PPMnB.
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Figura 5.31: Anélisis del espectro de absorciéon de PPMnU

Tabla 5.4: Cambios observados en los espectros de PPA, PPC y PPU
Banda de Soret

Desplazamiento
PPMnA PPMnC PPMnU
7PPPP1\1/\I€1 r]13 Dﬁsailaczr%ﬁizto Sin desplazamiento | Sin desplazamiento
Diferencia de Intensidades
PPMn -0.01 -3.35 0.41
PPMnB -0.49 -3.83 -0.07
Bandas Q
PPMnA PPMnC PPMnU
Q Q ‘ I5;
PPMn | Desplazamiento | No hay cambios Desplazamiento
PPMnB batocréomico batocréomico

En la tabla 5.4 se resumen los cambios espectroscépicos causados por la interaccién de las
peliculas con cada uno de los nucledsidos. El signo negativo en las diferencias de intensidades
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indica que la intensidad de la senal para la pelicula-nucledsido es mayor a la de PPMn o PPMnB.
De acuero con esta tabla, PPMnA y PPMnC tienen un aumento en la intensidad de la banda
de Soret, lo cual no ocurre con PPMnU. Si recordamos la estructura de estos nucledsidos, la
adenosina y la citidina tienen una seccién muy parecida, sin contar a la ribosa, (figura 5.32),la
cual, probablemente influya en la interacciéon con la pelicula. Posiblemente, estos nucledsidos
esten formando un enlace de coordinacién con el Mn, que sea el causante del aumento de
intensidad de la senal. Lo anterior, ya que se sabe que la interaccion de metaloporfirinas con
aminas puede provocar este tipo de cambio en el espectro de absorcién [49]. Considerando que;
entre la adenosina y la citidina; la citidina se adsorbe mas en la pelicula y que es la que causa
un mayor incremento de la banda de Soret es razonable pensar que este nucledsido forma un
enlace de coordinacion méas estable con el Mn.

OH OH OH OH OH OH

Adenosina Citidina Uridina

Figura 5.32: Comparacién de las estructuras de la adenina, citidina y uracil

En el caso de PPMnU, los cambios observados en el espectro concuerdan con una interaccién
m — 7 entre la metaloporfirina y el nucléosido. Esta interaccion es bastante estable, ya que es
el nucledsido que mas se adsorbe sobre la pelicula.

5.4. Pruebas de conductividad

En esta seccién, solo se presentara el resumen de los resultados obtenidos. Los datos completos
se encuentran en el Apéndice B.

Primero, vamos a analizar cémo es la respuesta de las peliculas PP y PPMn en comparaciéon con
el ITO. En la figura 5.33, podemos apreciar que las dos peliculas conducen y esta conduccion es
distinta a la del ITO por si solo. Para las dos peliculas, podemos observar que ambas presentan
una respuesta practicamente lineal. Aunque, PP tiene una resistencia mucho mayor a PPMn,
lo cual es bastante 16gico, ya que el centro metalico en PPMn aumenta el nimero de electrones
en el sistema, y por lo tanto, favorece el transporte de carga.

Para que el andlisis de la interaccion de las peliculas con los nucledsidos sea mas sencillo, se
realizara por separado para cada porfirina.

Resultados obtenidos para PP

En el caso de esta porfirina podemos observar que atn después de la interaccién con el buffer
(PPB) y los nucleésidos, la pelicula sigue siendo conductora y la conduccién mejora notablemen-
te (figura 5.34). Esta mejora probablemente se deba a dos causas principales: (1) la interaccién
con el buffer modific6 el arreglo de las porfirinas cerca de la interfase en la pelicula (como se
observé en las imégenes de AFM), y (2) los nucledsidos que se adsorbieron, unicamente citidina
y uridina, se apilaron de tal forma que promovieron el paso de corriente.

Como pudimos observar en resultados anteriores, los nucleésidos forman interacciones m—m con
PP. Ahora bien, la citidina y la uridina se depositaron méas uniformemente que la adenosina,
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por lo cual, la conduccion de estos arreglos fue mejor.
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Figura 5.33: Gréfica comparativa I vs V de ITO, PP y PPMn
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Figura 5.34: Grafica I vs V para PP. Las diferentes curvas corresponden a la pelicula pura e
interaccionado con el buffer y los nucleésidos

Resultados obtenidos para PPMn

En el caso de PPMn, en la figura 5.35 a simple vista podemos observar que tanto la pelicula
sumergida solo en buffer (PPMnB), como las que interactuaron con los nucledsidos, tienen una
pendiente mayor a la de PPMn, es decir, la pelicula tiene una resistencia mayor después de
sumergirse en las diferentes disoluciones.

PPMnA permite mas paso de corriente que PPMnC y PPMnU. Estos resultados son bastante
légicos, ya que si recordamos las imagenes de SEM, los sitios de nucleacion para la citidina y
la uridina estaban dispersos por toda la pelicula y se veian bastante desordenados. Por otro
lado, para la adenosina, estos centros de crecimiento estaban mas ordenados. Adicionalmente, la
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adenosina fue el dcido nucleico que se deposité menos sobre la pelicula, por lo cual, es razonable
que interfiera menos con el paso de corriente eléctrica.

A pesar de que PPMnU es el nucleosido que mas se deposité sobre la pelicula, PPMnC presenta
una mayor resistencia. Lo anterior, de acuerdo con los resultados de UV-Vis, la citidina forma
enlaces de coordinacion con Mn muy fuertes, cosa que no sucede con la uridina. Por otro lado,
en el caso particular de PPMnG observamos que esta pelicula tiene una menor resistencia que
PPMnA a pesar de que la guanosina se adsorbié mas sobre la pelicula. Lo anterior, se puede
deber a que la interaccion entre la pelicula y el nucledsido promueve el paso de corriente mas
eficientemente que en el caso de PPMnA

También, podemos observar que PPMnG tiene una pendiente menor a PPMnB, lo cual, podria
ser el resultado de un mejor apilamiento de PPMnG. Lo anterior, podria compensar los pequenos
cambios estructurales provocados por sumergir la pelicula en el buffer.
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Figura 5.35: Grafica I vs V para PPMn. Las diferentes curvas corresponden a la pelicula pura
e interaccionado con el buffer y los nucleésidos

5.5. Analisis de los calculos DFT

En la figura 5.36, se muestran las geometrias optimizadas en los estados de minima energia de
las interacciones de una molécula de porfirina libre de metal con los diferentes nucledsidos.

Como se mencioné en la seccion de metodologia, se corrieron 4 configuraciones iniciales dife-
rentes para cada nucledsido, y inicamente se muestran en la figura aquellas de menor energia
de interaccion. En la figuras 5.36a y 5.36b, que corresponden a PPA y PPC, se observa que
las interacciones se dan entre el centro del macrociclo con los carbonos de la pentosa mediante
puentes de hidrégeno. Las bases nitrogenadas se encuentran apuntando contrarias al macroci-
clo, y se ubican en la zona exterior del anillo de la porfirina. Por otro lado, en la figura 5.36¢ que
corresponde a PPG, se observa que la base se coloca casi paralela a la porfirina, pero debido a
su tamano y a que el hidrogeno del C1 de la pentosa forma un puente de hidrégeno con uno
de los nitrégenos del macrociclo, se presenta una deformacion en la planaridad de la molécula.
Sin embargo, a pesar de esta deformacion, se puede ver una buena interaccién entre ambas
moléculas. Finalmente, en la figura 5.36d, se muestra la interaccion PPU. Aqui, se puede ver
que se forman puentes de hidrogeno entre el hidrégeno del C1 de la pentosa con uno de los
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carbonos del macrociclo, y entre uno de los hidrogenos de la cadena lateral de la porfirina con
un oxigeno del azicar. Debido a que la posicion del nucledsido esta muy hacia la periferia de
la porfirina, la interaccion entre ambas moléculas es muy reducida.

b)

a) 443 ry®

C) % d) - Y B ‘
@ .
AP $hdmisiad’
p 9 ﬁ‘ 9 9 ") )J‘
Figura 5.36: configuraciones optimizadas de la interaccién entre PP y los nucledsidos. a) PPA,

b) PPC, ¢) PPG y d) PPU

En la tabla 5.5 se muestran las energias de enlace calculadas para cada conformacién de minima
energia.

Tabla 5.5: Energias de enlace obtenidas mediante DFT para las configuraciones de la figura
5.36

Nucleésido | Guanosina | Adenosina | Citidina | Uridina
Energia de
Enlace -147.30 -106.06 -98.53 13.56
(kJ/mol)

Como se puede observar de la tabla anterior, las energias de enlace en forma decreciente fueron
para PPG>PPA>PPC>PPU. De esta secuencia, se puede ver que la mayor interaccion fue con
la guanosina. Por otro lado, la minima interaccién fue con la uridina, que al ser positiva, sugiere
una interaccion inestable. Estos resultados, estan en concordancia con los valores obtenidos en
la cuantificacién de adsorcién que se mostro al inicio del capitulo.

Considerando los resultados anteriores se esperaria que el espectro de absorbancia correspon-
diente a PPG presentara cambios importantes (batocrémismo e hipocromia) en la banda de
Soret, dado que la figura 5.36¢ sugiere la presencia de interacciones m—m entre las moléculas. [53]
De igual manera se esperaria que los cambios espectroscopicos de PPG sean maés notorios que
en cualquiera de las otras peliculas, debido a que este nucledsido tiene una mayor interaccion
con la porfirina.
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Desafortunadamente, debido a problemas de convergencia en las corridas, no fue posible concluir
las simulaciones para las interacciones con PPMn. A pesar de ello, hubiéramos esperado valores
de mayor energia de enlace dados los resultados obtenidos de las simulaciones con PP y las
demds técnicas de caracterizacion.
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Capitulo 6

Conclusiones

Se formaron exitosamente peliculas delgadas de dos porfirinas con centro metélico de Mn(I1I)
y sin centro metalico, mediante la técnica de evaporacion térmica. Estas peliculas fueron ca-
racterizadas morfoldgica, espectroscopica y conductivamente.

= Mediante las técnicas de SEM y AFM se encontré que la morfologia de las peliculas
y el grosor de la interfase cambiaba dependiendo de la presencia o ausencia del centro
metalico. PPMn fue mas gruesa que PP. La superficie de las dos es distinta, aunque se
pudo observar que la interfase de la PPMn era mas plana, como resultado de un mejor
acomodo molecular debido a la interaccion entre las moléculas por la presencia del centro
metalico.

= Los analisis por espectroscopia IR y UV-Vis presentan las senales esperadas para cada
una de las porfirinas. PPMn tiene mejores propiedades espectroscépicas, ya que su IR esta
mejor definido que el que corresponde a PP, posiblemente debido a un mejor acoplamiento
molecular en la pelicula.

= En las pruebas de conductividad, observamos que las dos peliculas son conductoras, pero

PPMn conduce mejor que PP, aunque ambas son menos conductoras que el sustrato puro
(ITO).

Se estudio la interaccion de las peliculas con disoluciones de diferentes nucledsidos mediante el
monitoreo de los cambios morfolégicos, espectroscopicos y de conductividad que presentaron
después de la interaccion. Los resultados obtenidos nos llevan a las siguientes conclusiones:

= La interaccion con el buffer de fosfatos cambia las propiedades tanto de PP como de
PPMn. Estos cambios podrian deberse a modificaciones en el arreglo conformacional de
las moléculas en la interfase después de entrar en contacto con el buffer.

= En PP, el nucleosido que se adsorbié mas fue la guanosina, y en PPMn fue la uridina. PP
presento una tendencia notable a adsorber bases ptricas, mientras que PPMn adsorbié
preferentemente bases pirimidinicas.

= Los cambios en el espectro de absorbancia para PP al interactuar con los nucleésidos
indican una asociacion no covalente de tipo m — 7 entre la porfirina y los nucleésidos. La
interacciéon mas fuerte se forma con la adenosina.

= Para el caso de PPMn los cambios en el espectro de absorbancia denotan la formacién de
un enlace de coordinacién entre el Mn(III) y alguno de los grupos electrodonadores de la
adenosina y la citidina. Mientras que con la uridina, se forma interacciones tipo m — 7.
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= La citidina es el nicleosido que forma el enlace de coordinacién méas fuerte con PPMn.

= La respuesta eléctrica después de la interaccion con PP, muestra que todas las peliculas
se vuelven mas resistivas que el I'TO, pero mas conductoras que la pelicula de porfirina
sin metal. Por otro lado, las interacciones con PPMn, mostraron que todas las pelicula se
vuelven mas resistivas que la peliculas de porfirina con centro metélico, asi como el ITO.
Aunque en ambos casos aumenta la resistividad superficial, la diferencia de resistencia
entre cada nucledsido esta bien definida, lo que podria considerarse como un criterio de
selectividad.

= Finalmente, los calculos DFT de energias de interacciéon entre las peliculas PP con los
nucleésidos, mostraron que las interaciones se dan principalmente en la regién de la pen-
tosa. Ademas, se obtuvieron las energias de enlace para los arreglos de minima energia, y
se observé que las interacciones de mayor a menor energia coinciden con la cuantificacién
de adsorcién experimental.

Finalmente, los resultados obtenidos para los estudios de interaccion entre las peliculas formadas
con las moléculas 2,3,7,8,12,13,17,18-octaetil-21H, 23H-porfirina y el cloruro de 2,3,7,8,12,13,17,18-
octaetil-21H,23H-porfirina de manganeso(III) con diferentes nucledsidos, indican interacciones
distinguibles dependiendo del nucleésido empleado, por lo que podrian ser buenas candidatas
para el desarrollo de elementos de deteccion de estos sistemas.

69



Apéndice A
Curvas de calibracion y cuantificacion

Las curvas de calibracién se realizaron el mismo dia en que se cuantificd la concentracion de
la disolucion problema. Hay dos curvas de calibracién por cada nucledsido que corresponden
a las dos porfirinas utilizadas, ya que la cuantificacién para cada caso se llevo a cabo en dias
diferentes.

A.1. Interaccion con PP

Guanosina

=1 =
za A -

= e
[=a] -l

-
£

Absorbancia

Absotbancia

o y-= 0.0358x + 0.0645
e R? = 0.9971

=
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=
I

=
w

12 17 2 7

250 a0 Concentracién (ppm)
Longitud de enda (nm}

Figura A.1: Espectro de absorcién y curva de calibraciéon para la guanosina

Concentracion remanente de la disolucién problema:

Tabla A.1: Resultados obtenidos de la interaccion PPG

Concentracién Concentracion | Concentracion

Disolucion ... Alicuota | Dilucién .
inicial remanente adsorbida

Guanosina 1000 ppm 170 plL 10 mL 962.25 ppm 37.75 ppm
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Adenosina
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Figura A.2: Espectro de absorciéon y curva de calibracion para la adenosina
Concentracion remanente de la disolucién problema:
Tabla A.2: Resultados obtenidos de la interaccién PPA
. ., Concentracién : o, Concentracién | Concentracion
Disolucion ... Alicuota | Dilucién .
inicial remanente adsorbida
Adenosina 1000 ppm 140 pL 10 mL 987.65 ppm 12.35 ppm
Citidina
—38ppm | 08
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1.2 | 07 .
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Figura A.3: Espectro de absorcién y curva de calibracién para la citidina

Concentracién remanente de la disolucién problema:
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Tabla A.3: Resultados obtenidos interaccién PPC

. ., Concentracién ) ., Concentracién | Concentracion
Disolucion L. Alicuota | Dilucién .
inicial remanente adsorbida
Citidina 1000 ppm 177 pL 10 mL 995.48 ppm 4.52 ppm
Uridina
——Bppm | 09
—10 ppm .
—— 12 ppm 08 .
e
0.7 -,
2 el
E 06
. = i
2 < - y = 0.0356x + 0.0222
< 04 - 2=
. R* =0,9987
0z | &~
0.2
7 9 11 13 15 17 19 21 23 25
250 300 Concentracidm (ppm)
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Figura A.4: Espectro de absorcién y curva de calibracion para la uridina

Concentracion remanete de la disolucion problema:

A.2.

Absorhancla

Tabla A.4: Resultados obt

tenidos de la interaccion PPU

) ., Concentracién i ., Concentracién | Concentracién
Disolucion . Alicuota | Dilucién )
inicial remanente adsorbida
Uridina 1000 ppm 180 pLL 10 mL 997.79 ppm 2.22 ppm
Interaccion con PPMn
Guanosina
1
09 .
L
s 08 o
[} o
S o7 -
=
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0a |2 R?=0,9971
§
03 — | - - -
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Concentracion (ppm)
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Figura A.5: Espectro de absorcién y curva de calibraciéon para la guanosina
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Concentracion remanente de la disolucién problema:

nidos de la interaccién PPMnG

Tabla A.5: Resultados obte
. ., Concentracién ) ., Concentracion | Concentracién
Disolucion .. Alicuota | Dilucién .
inicial remanente adsorbida
Guanosina 1000 ppm 170 plL 10 mL 956.40 ppm 43.60 ppm
Adenosina
104 ;:?Dp;:h 09 )
09 I E ﬁm 0.8 ) Lo
e
07 o
. E 0& t
z E Ll
: gos o7 y=0.0353x +0.0303
< 04 — R%=0.9987
03 | &7
0.2
: . 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25
20 o Concentracidn {ppm)
Langitud de onda {nmj)

Figura A.6: Espectro de absorcién y curva de calibracién para la adenosina

Concentracion remanente de la disolucién problema:

Tabla A.6: Resul

tados obtenidos de la interaccién PPMnA

. ., Concentracién ) o Concentracién | Concentracion
Disolucion ... Alicuota | Dilucién .
inicial remanente adsorbida
Adenosina 1000 ppm 170 pL 10 mL 962.11 ppm 37.89 ppm
Citidina
065
. ol
055 L
.
g 045 e
= E .
g £
£ 2o3s Lo
g < L y=0.0243x+ 0.027
025 e R? = 0.9987
o
0.15 - - - - .
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200 #a 300 Concentracion (ppmy)
Longirtud de onda (nm)

Figura A.7: Espectro de absorcién y curva de calibracion para la citidina

Concentracién remanente de la disolucién problema:
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Tabla A.7: Resultados obtenidos de la interaccion PPMnC

) ., Concentracién : . Concentracién | Concentracion
Disolucion .. Alicuota | Dilucién .
inicial remanente adsorbida
Citidina 1000 ppm 170 puL 10 mL 888.22 ppm 111.78 ppm
Uridina
—8ppm | 0.9
08 = ]
o
0.7 -
@
e os P
g Fos 7 y=0.0316x+ 0.0523
g 04 L R?=0.997
_."-
03 o
0.2
7 9 11 13 15 17 19 21 23 25
250 300 Concentracién (ppm)
Longitud de onda (nm)

Figura A.8: Espectro de absorcién y curva de calibracion para la uridina

Concentracion remanente de la disolucién problema:

Tabla A.8: Resultados obtenidos de la interaccion PPMnU

. ., Concentracién : o Concentracién | Concentracion
Disolucion ... Alicuota | Dilucién .
inicial remanente adsorbida
Uridina 1000 ppm 170 pLL 10 mL 696.68 ppm 303.33 ppm
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Apéndice B

Graficas de conductividad

B.1. Grafica de conductividad obtenida para el ITO

A continuacion, se presenta la grafica de conductividad obtenida para el ITO limpio. Este paso
se realizo para conocer el comportamiento del ITO y tenerlo como un valor de referencia.

Cabe senalar que en la grafica se muestra el valor de la pendiente real obtenida de los datos
del equipo. Sin embargo, hay que recordar que dado que estamos midiendo sobre una superficie
se debe de incluir un factor de correccion geométrico, que esta dado por las caracteristicas del
arreglo de medicion y que involucra la distancia entre puntas, el area de contacto, etc y que
para nuestro arreglo corresponde a 0.63. Con este dato, vemos que el valor real de la resistencia
de la pelicula es de 101.2 ohms/cuadrados, que es cercano al valor de 100 ohms/cuadrados que
reporta el fabricante.
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Figura B.1: Grafica de conductividad para el ITO limpio
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B.2.

PP
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Figura B.2: Graficas de conductividad para PPs
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B.3.
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