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Resumen 

El cáncer es una enfermedad que se presenta cuando las células se multiplican sin control y se 

diseminan a los tejidos que las rodean. Es la principal causa de muerte en el mundo, y por esto 

los médicos y científicos buscan mejores métodos para el tratamiento de las personas que 

padecen de esta enfermedad.  

Una de las alternativas terapéuticas es la Terapia Fotodinámica. En este contexto, la realización 

de esta tesis tiene como finalidad proponer un nuevo fotosensibilizador, mediante la síntesis y 

caracterización fotofísica y fotoquímica de un derivado de la molécula Azul de Toluidina, que 

sea estable y que su encapsulación en macrociclos potencie su fototoxicidad. A su vez, se 

evaluarán los procesos fotosensibilizados sobre la enzima Superóxido Dismutasa.  

Queda evidenciado que este derivado tiene la capacidad de generar una mayor cantidad de 

oxígeno singulete, que la molécula madre. Se demostró que encapsulado en CB[7] no solo 

genera casi la misma cantidad oxígeno singulete que la molécula sola, al cabo de 30 min, sino 

que se protege de la fotodegradación. Adicionalmente, queda evidenciado que el mecanismo 

predominante para este derivado es el Tipo II, mecanismo deseado en la Terapia Fotodinámica. 

Por otra parte, el derivado puede causar un ligero cambio en la enzima Superóxido Dismutasa, 

pero se requieren de técnicas más sensibles para la evaluación del efecto causado sobre la 

misma.
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1.1 Cáncer: Generalidades y Datos Estadísticos en Panamá 

El cáncer es una enfermedad por la que algunas células del cuerpo se multiplican sin control y 

se diseminan a otras partes del cuerpo (Instituto Nacional del Cáncer, 2021). En el 2020 se 

atribuyeron a esta enfermedad casi 10 millones de defunciones y alrededor de 19.3 millones de 

nuevos casos a nivel mundial (Ferlay J. et al., 2020). De acuerdo con el Boletín No. 18 del 

Departamento de Registros y Estadísticas de Salud del Instituto Oncológico Nacional, que 

comprende de enero a diciembre del 2021, la incidencia de casos en Panamá fue de 4.591 y la 

mortalidad reportada fue de 562 (REGISTROS & SALUD, 2021). Esta enfermedad es la 

principal causa de muerte en el mundo, por esta razón, los médicos y los científicos buscan 

mejores métodos para el tratamiento de las personas que padecen de cáncer.  

Actualmente se formulan y se estudian nuevos medicamentos y, también se investigan nuevas 

maneras de utilizar aquellos que ya están disponibles para el tratamiento de esta enfermedad. 

Sin embargo, las pruebas clínicas para los diversos tipos de fármacos que han demostrado 

potencial actividad, lamentablemente, no han tenido el resultado esperado (Bergh, 2009).  

Hay diversos tipos de tratamiento para esta enfermedad, pero muchos de estos no tienen 

especificidad hacia las células tumorales, sino que bloquean o destruyen tanto las células sanas 

como las anormales, tal es el caso de la quimioterapia. He aquí la importancia de desarrollar 

alternativas de tratamientos locales para potenciar la eficiencia de las terapias y de esta manera, 

mejorar la calidad de vida de los pacientes.  

 

1.2 Terapia Fotodinámica 

La Terapia Fotodinámica (TFD) es una alternativa de tratamiento local para el cáncer. La 

Administración de Alimentos y Medicamentos (FDA por sus siglas en inglés) aprobó la terapia 
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fotodinámica para aliviar los síntomas y tratar diversos tipos de cánceres y cambios 

precancerosos como la queratosis actínica, cáncer de células basales de la piel, cáncer de 

esófago, entre otros (Instituto Nacional del Cáncer, 2021). En esta terapia se utiliza un 

fotosensibilizador (FS), que es incorporado de manera selectiva en el tejido tumoral para su 

posterior irradiación con luz de energía adecuada, tal como se muestra en la Figura 1. De esta 

manera, la luz logra penetrar el tejido a la longitud de onda de absorción del fotosensibilizador, 

y con esto, en presencia de oxígeno, se induce la muerte del tejido dañado, es decir, las células 

cancerosas, al generarse el oxígeno singulete (1O2) y otras especies reactivas de oxígeno (ERO). 

 

 

Figura 1. Representación de la TFD y cómo el FS induce muerte celular (Adaptado de Robinson-Duggon et al., 

2018). 

 

El mecanismo de la TFD se basa en la excitación electrónica del fotosensibilizador por la acción 

de la luz, desde su estado basal (S0) al primer estado singulete excitado (S1). Luego ocurre un 

cruce entre sistemas del fotosensibilizador del estado S1 a un estado triplete excitado (T1), que 

es desde el cual se llevan a cabo las reacciones químicas, tal como se muestra en la Figura 2. 

En la ausencia de un cruce entre sistemas, o bajo rendimiento cuántico del estado triplete, el 

 FS 

 
FS 
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fotosensibilizador retorna a su estado basal, ya sea con la emisión de luz, proceso denominado 

como fluorescencia; por procesos de desactivación no radiativa o por conversión interna.  

El uso de esta terapia limita el daño a las células sanas ya que los fotosensibilizadores se suelen 

acumular en las células cancerosas y la luz se enfoca en estas de forma directa (Instituto 

Nacional del Cáncer, 2021). La principal ventaja de la TFD sobre otros tipos de terapias es el 

hecho de que la misma no induce resistencia como muchos fármacos, además puede 

administrarse en un único tratamiento en comparación con la radioterapia o la quimioterapia.  

 

1.3 Fotosensibilizadores  

Parte fundamental para la adecuada aplicación de la TFD son los fotosensibilizadores. Los FS 

son agentes que generan especies reactivas de oxígeno tras la irradiación óptica, y pueden 

utilizarse para inactivar proteínas seleccionadas o para la muerte celular inducida por la luz 

(Fang-Yen, C, et al., 2012). Los principales fotosensibilizadores empleados en esta terapia son 

los derivados de porfirina y del ácido 5-amino levulínico (ALA), sin embargo, se continúa en la 

búsqueda de nuevas estructuras con el fin de obtener mayor eficacia en los tratamientos (Comini, 

2016). Un buen FS para Terapia Fotodinámica presenta un alto rendimiento cuántico de cruce 

entre sistemas, denominado como CIS, como se muestra en la Figura 2.  
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Figura 2. Diagrama de Jablonski de un FS en donde se representa su desactivación de estados excitados y 

reacciones fotoquímicas (Adaptado de Robinson-Duggon et al., 2018). 

 

Es a partir de T1, de cruce entre sistemas, que se generan especies reactivas de oxígeno, 

principalmente oxígeno singulete (1O2). El oxígeno molecular (O2) en su estado basal existe 

como estado triplete (3O2) y al recibir la energía del fotosensibilizador genera 1O2, proceso 

denominado mecanismo del Tipo II. Una característica a destacar es que en este tipo de 

mecanismo se regenera el FS, por lo que es ideal en terapia fotodinámica. Adicionalmente, 

algunos fotosensibilizadores pueden reaccionar directamente con moléculas orgánicas por 

procesos de transferencia de carga y formar radicales, a este proceso se le conoce como 

mecanismo del Tipo I, como se muestra en la Figura 2 (Buytaert et al., 2007). 

Los fotosensibilizadores deben tener características específicas para maximizar su utilidad y 

potenciar sus efectos. Entre estas características deben tener:  

(1) un rendimiento cuántico alto de formación de oxígeno singulete;  

(2) alto coeficiente de absorción, de 600 a 800 nm; 

(3) no debe presentar toxicidad en oscuro y sólo debe ser citotóxico en presencia de luz;  

(4) no debe generar metabolitos tóxicos;  
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(5) debe acumularse selectivamente en el tejido tumoral y ser eliminado eficientemente;  

(6) debe distribuirse de manera adecuada, lo cual se favorece al ser anfifílico para que sea 

soluble en agua y también pueda cruzar la membrana de la célula;  

(7) debe ser químicamente estable y soluble para la preparación en formulaciones 

farmacéuticas inyectables;  

(8) debe ser sintetizado fácilmente y ser químicamente puro;  

(9) de bajo costo y disponible de manera comercial y  

      (10) no debe ser agente mutagénico o cancerígeno (Castano et al., 2004).  

Los fotosensibilizadores de primera generación incluyen el derivado de la Hematoporfirina 

(HpD) y Photofrin®. Aquellos de segunda generación como las ftalocianinas, metaloporfirinas, 

protoporfirinas, clorinas y otros, fueron desarrollados debido a problemas de fotosensibilidad 

cutánea y poca penetración de la luz requerida en el tejido por los fotosensibilizadores de 

primera generación (O’Connor et al., 2009). El nombre de fotosensibilizadores de tercera 

generación es utilizado para describir a aquellos de segunda generación asociados a 

transportadores tales como anticuerpos y liposomas, para potenciar su acumulación selectiva en 

el tejido tumoral (Juzeniene et al., 2007).  

A pesar de que los fotosensibilizadores del tipo porfirina son los más utilizados, también se han 

realizados estudios para caracterizar y obtener fotosensibilizadores del tipo no porfirina, como 

lo son las cianinas, antraciclinas, Azul de Metileno, Azul de Toluidina y otros (Dichiara et al., 

2017). 

1.3.1 Azul de Toluidina. 

El Azul de Toluidina (TBO+) es un colorante orgánico catiónico de la familia de las fenotiazinas. 

Se compone de una estructura de tres anillos en el que, dos anillos de benceno se unen con un 
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átomo de azufre y de nitrógeno en posiciones no adyacentes, como se puede observar en la 

Figura 3. Se ha reportado que una vez irradiado puede erradicar varios agentes microbianos in 

vitro (Wilson et al., 1995; Wilson & Mia, 1993; Wilson & Yianni, 1995) y tiende a acumularse 

en las células tumorales in vivo (Eliezri, 1988; Epstein et al., 1997; Herlin et al., 1983). El TBO+ 

ha sido utilizado en aplicaciones tópicas por más de treinta años para ayudar en la detección de 

ciertos tipos de cáncer de la cavidad oral y de la parte superior del tracto gastrointestinal (Eliezri, 

1988; Epstein et al., 1997; Herlin et al., 1983). Es utilizado como fotosensibilizador en Terapia 

Fotodinámica porque ha presentado baja toxicidad en oscuro (sin irradiar), selectividad hacia el 

tejido neoplásico y puede inducir apoptosis, las cuales son características deseables en dicha 

terapia (Tremblay et al., 2002). 

 

 

Figura 3. Estructura química del Azul de Toluidina (TBO+). 

 

Se ha reportado que el rendimiento cuántico de oxígeno singulete para el TBO+, es dependiente 

del pH y puede variar de 0.2 a 0.9 cuando se realizan experimentos de pH ácidos hasta alcalinos 

(Redmond & Gamlin, 1999). Por otra parte, el rendimiento cuántico del oxígeno singulete fue 

de 0.18 al caracterizar las propiedades fotofísicas y fotoquímicas del TBO+ en solución 

amortiguadora a pH 7 (Robinson-Duggon et al., 2017).  

En la literatura se han reportado diversos métodos para tratar de mejorar el desempeño del TBO+ 

en la terapia fotodinámica. Uno de estos métodos es utilizar la derivatización para tratar de 

mejorar la selectividad por el tejido tumoral (Robinson-Duggon et al., 2021; Wang et al., 2016). 
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De igual manera, se ha tratado de mejorar la bioacumulación y biodistribución por medio de la 

utilización de vehículos de transporte (Graciano et al., 2015; Sztandera et al., 2020; Wang et 

al., 2016). Sin embargo, todos los métodos que han sido reportados, para tratar de optimizar el 

desempeño del TBO+ en la terapia fotodinámica, no han tomado en consideración la posibilidad 

del proceso fotooxidativo, que fue reportado en el 2019 por Robinson-Duggon et al, descrito en 

la Figura 4.  

 

 

Figura 4. Mecanismo de la desmetilación fotooxidativo con luz visible del Azul de Toluidina (Adaptado de 

Robinson-Duggon et al., 2019). 
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Como se mencionó anteriormente, el TBO+ es usado como FS en TFD, sin embargo, Robinson-

Duggon et al. Han estudiado el mecanismo de desmetilación fotooxidativo con luz visible, en 

donde la generación de oxígeno singulete no es el único fotoproceso que se está llevando a cabo. 

Como se puede observar en la Figura 4, la irradiación conlleva a la formación de otros 

productos a partir de N,N-Dimetilamina (DMA), entre ellos el TBO+ doblemente desmetilado, 

molécula de interés sintético en esta tesis. La síntesis, caracterización y evaluación de los 

procesos fotosensibilizados de esta molécula se debe a que la ausencia del extremo DMA, 

potenciará la formación de oxígeno singulete al eliminar los demás procesos fotooxidativos que 

están ocurriendo de manera simultánea. 

 

1.4 Especies Reactivas de Oxígeno 

Las especies reactivas de oxígeno (ERO) son los productos generados por los FS en la TFD. 

Estos son un tipo de molécula inestable que contiene oxígeno y que reacciona fácilmente con 

otras moléculas de una célula. La acumulación de ERO en las células puede dañar el ADN, el 

ARN y las proteínas, provocando la muerte celular (NCI Dictionary of Cancer Terms, s. f.). Las 

ERO se producen durante una variedad de reacciones bioquímicas dentro de los orgánulos 

celulares, como el retículo endoplásmico, las mitocondrias y los peroxisomas. Naturalmente, las 

ERO también se forman como subproductos del metabolismo normal del oxígeno (Reactive 

Oxygen Species, 2022). 

A partir de varios estudios experimentales, se informa que las ERO actúan como agente supresor 

de tumores. El nivel elevado de ERO puede detener el crecimiento de tumores a través del 

aumento persistente en la inhibición del ciclo celular. Este aumento de las especies reactivas de 

oxígeno puede inducir la apoptosis, por lo que se considera un agente supresor de tumores ya 
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que la producción de estas se debe al uso de la mayoría de los agentes quimioterapéuticos para 

activar la muerte celular (Reactive Oxygen Species, 2022). 

Las ERO incluyen: peróxido de hidrógeno (H2O2), anión superóxido (•O2
−), oxígeno singulete 

(1O2), y radical hidroxilo (•OH) (Yang H, et al., 2018). Estos actúan como segundos mensajeros 

en la señalización celular y son esenciales para varios procesos biológicos en células normales 

y cancerosas (Chio IIC et al., 2017). 

Las especies reactivas de oxígeno secundarias, como los peróxidos, son menos reactivas, por 

tanto, tienen mayores coeficientes de difusión, transportando el daño hacia otras partes de la 

célula y aumentando el estrés oxidativo (Hamblin & Mróz, 2008; Davies et al., 1995).  

Desde el punto de vista de la terapia fotodinámica, el efecto sobre las células se atribuye 

principalmente al oxígeno singulete. Sin embargo, debido a la corta vida de esta especie, su 

acción se limita al entorno del fotosensibilizador (Hamblin & Mróz, 2008; Allison et al., 1995).  

1.4.1 Oxígeno Singulete. 

El oxígeno singulete es un oxidante muy fuerte que oxida fácilmente componentes celulares 

como lípidos, proteínas y ácidos nucleicos. Se produce por activación fotoquímica, térmica, 

química o enzimática del O2. La mayor parte del oxígeno singulete, en biología, se genera 

mediante reacciones de fotosensibilización (Halliwell, 2006b) en las que un fotosensibilizador 

apropiado se excita electrónicamente y luego transfiere energía al oxígeno.  

La producción fotosensibilizada de oxígeno singulete tiene mucha importancia para las áreas de 

síntesis orgánica, fotooxidación, daño al ADN, terapia fotodinámica del cáncer y para la ciencia 

de los polímeros (DeRosa & Crutchley, 2002; Ghogare & Greer, 2016). Cada molécula de 

fotosensibilizador usualmente puede producir 103-105 moléculas de 1O2 antes de ser degradadas 

por fotoblanqueo por el 1O2 o por otros procesos (DeRosa & Crutchley, 2002).  
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Una vez formado el oxígeno singulete este puede ser desactivado por otras especies a su estado 

basal por medio de una desactivación física, en la cual solo se desactiva el oxígeno singulete sin 

generar la formación de productos. Otra manera, es la desactivación química, donde el 

desactivador reacciona con el oxígeno singulete para generar nuevos productos (DeRosa & 

Crutchley, 2002).  

El tiempo de vida del oxígeno singulete es de corta duración, en agua de aproximadamente           

4 µs, esto limita su difusión a 200 nm y por ende su daño se da en la proximidad de su generación 

(Redmond & Kochevar, 2006). Hay que señalar, que no puede ser interconvertida a otras 

especies reactivas de oxígeno de manera directa, pero sí de manera indirecta. Mientras que las 

otras ERO se pueden formar por reacciones en cascada (Hamblin & Mróz, 2008). 

En la terapia fotodinámica, un fotosensibilizador es excitado por la irradiación para producir 

oxígeno singulete, que luego se utiliza para destruir las células cancerosas (Manda et al., 2009). 

 

1.5 Los Cucurbiturilos y su Potencial como Transportadores de Fármacos  

Como ya se mencionó, se ha tratado de mejorar la bioacumulación y biodistribución de fármacos 

por medio de la utilización de vehículos de transporte, tales como los cucurbiturilos.  

Los cucurbiturilos, (CB[n] = 5-8, 10), son una familia de contenedores moleculares que se 

denominan así por su forma parecida a la de una calabaza, como se muestra en la Figura 5. Los 

mismos son macrociclos sintéticos, los cuales se encuentran constituidos por la condensación 

de unidades de glicolurilos, unidas a través de puentes de metileno para formar un macrociclo 

con una cavidad hidrofóbica, la cual es accesible a las moléculas huésped por medio de dos 

portales idénticos (Murray et al., 2017). Estos macrociclos han generado mucha discusión y 

trabajo en la última década por sus propiedades de unión a moléculas con carga positiva y 
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neutras (Assaf & Nau, 2015). Estas moléculas interaccionan con los CB[n] por medio de 

interacciones hidrofóbicas o por cationes metálicos y las aril o alquilaminas a través de 

interacciones ion-dipolo con los carbonilos del portal del macrociclo (Isaacs, 2009).   

Los cucurbiturilos han sido estudiado por sus aplicaciones como vehículo para el transporte de 

fármacos, ya que tienen la capacidad de secuestrar las moléculas en su interior generando una 

barrera estérica que evita la degradación y desactivación de las propiedades terapéuticas de los 

fármacos (Macartney, 2011; Walker et al., 2011). Además de esto, evitan la agregación de 

fármacos mejorando su solubilidad (Macartney, 2011; Montes-Navajas et al., 2008), 

característica que es muy deseada para la formulación (Macartney, 2011; Walker et al., 2011). 

 

 

Figura 5. Cucurbit[n]urilos. Las dimensiones son: (a) ancho externo 13.1-20.0 Å, (b) ancho de cavidad 4.4-11.7 

Å, (c) ancho del portal 2.4-10.0 Å y (d) altura 9.1 Å (Robinson-Duggon, 2018). 

 

El tamaño del portal incrementa a lo largo de la serie de los cucurbiturilos, lo cual les confiere 

propiedades de reconocimiento. El CB[7] es el macrociclo dentro de esta familia de 

contenedores moleculares, que ha generado mayor interés por su elevada solubilidad en agua y 

en fluidos biológicos, además de que su tamaño permite el ingreso de moléculas de interés para 

formar complejos 1:1 (Isaacs, 2009). Por otra parte, el CB[8] tiene una cavidad más grande por 
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lo cual forma complejos del tipo 1:2 ó complejos ternarios 1:1:1 (Kim et al., 2007; Ling et al., 

2007; Mohanty et al., 2009; Wang et al., 2007).  

Estudios reportados por diversos investigadores demuestran que los cucurbiturilos no presentan 

toxicidad intrínseca y, se ha demostrado que pueden atravesar la membrana celular, potenciar la 

actividad terapéutica de los fármacos, evitar la degradación enzimática y proteger de la 

fotodegradación (Hettiarachchi et al., 2010; Macartney, 2011; Montes-Navajas et al., 2009; 

Uzunova et al., 2010; Walker et al., 2011).  

 

1.6 Enzimas Importantes en la TFD 

Las células dependen de mantener la homeostasis redox del organismo para su supervivencia. 

Se pueden presentar algunos casos donde las especies reactivas de oxígeno inducen estrés, lo 

cual conlleva a una modificación de las funciones. Esta situación en particular se denomina 

estrés oxidativo, la cual se caracteriza por el incremento de las especies reactivas de oxígeno 

con la afectación o discapacidad de los mecanismos de defensa celular. Para evitar o disminuir 

esta situación las células contienen una serie de enzimas antioxidantes como la Superóxido 

Dismutasa (SOD), Glutatión peroxidasa y la Catalasa (CAT), para garantizar el balance de las 

ERO en las células. Aunado a esto, moléculas pequeñas como la vitamina E, carotenoides y 

vitamina C ayudan a las enzimas antioxidantes a mantener los niveles adecuados de ERO en las 

células (Uzunova et al., 2010).  

Se consideran como antioxidantes de primera línea a la SOD y CAT, ya que ellas no requieren 

de glutatión para su función, mientras que los antioxidantes secundarios dependen de su 

disponibilidad (González-Béjar, M. et al). Existen múltiples estudios que han reportado la 

sobreexpresión de estas enzimas antioxidantes como mecanismo de citoprotección de las células 
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tumorales que han sido sometidas a la TFD (Agostinis, P., et al., 2011; Scholtbach, K., et al., 

2015; Cáceres, J. et al., 2017).  

Este proyecto va dirigido hacia el estudio fotooxidativo de una de estas enzimas antioxidantes 

de primera línea, la cual es la SOD. 

1.6.1 Superóxido Dismutasa y su Rol Protector en la TFD. 

La Superóxido Dismutasa (SOD) fue la primera enzima de la cual se conoció que actuaba sobre 

un radical libre. Su descubrimiento en 1968 por McCord y Fridovich, constituyó una prueba de 

la existencia de estos radicales en los organismos vivos (García Triana, 1995). Son una familia 

de enzimas que están presentes en el metabolismo aeróbico y tienen la función biológica de 

descomponer el radical anión superóxido, (•O2
−) (Miller, 2012; Miller, 2004; Perry et al., 2010) 

por lo cual son parte importante del sistema de protección enzimática, para garantizar que se 

minimice el daño por las especies reactivas de oxígeno que se puedan generar durante procesos 

metabólicos aeróbicos y de esta manera evitar que se genere el estrés oxidativo (Perry et al., 

2010). La SOD cataliza la conversión del radical anión superóxido a peróxido de hidrógeno y 

oxígeno molecular (Hamblin & Mróz, 2008).  

La enzima está presente en la mayor parte de los tejidos a una concentración de 

aproximadamente 1×10–5 M (Torre, R, 2000). Además, se ha reportado que la actividad 

catalítica de las SOD a 25 °C es cercana a 2×109 M–1s–1 (Horton, 2008) y se encuentra presente 

en diferentes patologías en las que está involucrado el estrés oxidativo (Salvemini et al., 2002). 
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1.7 Hipótesis del Trabajo 

La síntesis fotoquímica del derivado doblemente desmetilado de Azul de Toluidina, dd-TBO+, 

junto a su encapsulación supramolecular en los macrociclos CB[7] y CB[8] modificará tanto sus 

propiedades fotofísicas como las fotoquímicas y, a su vez potenciará su fotoactividad.  

 

1.8 Objetivos 

1.8.1 Objetivo General. 

Evaluar la encapsulación supramolecular de dd-TBO+ en CB[7] y CB[8] para mejorar su 

fototoxicidad a través de la formación de complejos de inclusión. 

1.8.2 Objetivo Específico. 

● Sintetizar fotoquímicamente el derivado desmetilado de Azul de Toluidina. 

● Caracterizar fotofísica y fotoquímicamente el derivado desmetilado de Azul de 

Toluidina. 

● Caracterizar fotofísica y fotoquímicamente el complejo de inclusión del derivado 

desmetilado de Azul de Toluidina con el CB[7] y CB[8]. 

● Determinar la asociación del derivado desmetilado de Azul de Toluidina con el CB[7]. 

● Evaluar el efecto de los procesos fotosensibilizados por el derivado desmetilado de Azul 

de Toluidina sobre la enzima Superóxido Dismutasa in vitro. 
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2.1 Reactivos 

Azul de Toluidina (TBO+), etanol absoluto, ácido clorhídrico, cucurbit[n]urilos (CB[n], n = 7, 

8), hexafluorofosfato de bis(ciclopentadienil)cobalto(III) (Cob+), metanol hipergrado para LC-

MS, acetonitrilo, ácido clorhídrico, ácido 9,10-antracenodiil-bis(metileno)dimalónico (ABMA), 

fosfato disódico, fosfato monosódico, agua grado masas, dimetilsulfóxido (DMSO), 

hexacianoferrato de tripotasio (FeCy), azida de sodio (NaN3), agua deuterada, enzima 

Superóxido Dismutasa (SOD), TEMED, persulfato de amonio, 2-propanol. 

 

2.2 Purificación del Azul de Toluidina 

2.2.1 Cromatografía en Columna.  

El Azul de Toluidina (TBO+) (CAS: 92-31-9, Sigma-Aldrich) se purificó en una columna abierta 

de vidrio de 15 cm de lago × 10 mm de diámetro. Se utilizó sílica gel 60, (CAS: 7631-86-9, 

Merck Millipore) de 35 – 70 μm de poro, como fase estacionaria y una mezcla de etanol y ácido 

clorhídrico (99:1) como fase móvil constante (Robinson-Duggon, J, et al., 2019).  

 

2.3 Síntesis y Purificación del Derivado Doblemente Desmetilado 

2.3.1 Preparación del Azul de Toluidina. 

En un vial ámbar que contenía 5 mL del eluyente, el cual es una mezcla de etanol y ácido 

clorhídrico (99:1), se disolvieron 5 mg de Azul de Toluidina. Se sometió tres veces a sonicación, 

cada una duró un minuto. 



18 

 

2.3.2 Caracterización Fotofísica.  

Para la caracterización del dd-TBO+ se utilizó la ecuación de Lambert-Beer para conocer la 

absorbancia de TBO+, en la cual la concentración fuese de 12.5 μM. El máximo de absorción 

del TBO+ es 626 nm, por esta razón todas las muestras se ajustaron a 0.5 de absorbancia en esta 

longitud de onda utilizando acetonitrilo como disolvente. Los datos fueron colectados en un 

espectrofotómetro Cary 60 UV-Vis y se utilizó una celda de cuarzo, con una longitud de paso 

de luz de 1 cm. Las muestras se leyeron en un rango de 200 a 850 nm con intervalo de 1 nm 

entre lectura y se realizó la corrección de la línea base.  

Se preparó un control de TBO+ guardado en oscuridad durante el tiempo de irradiación de las 

demás muestras, las cuales se irradiaron en celdas de cuarzo, con una longitud de paso de luz de 

1 cm. Las muestras se irradiaron a tiempos de 1 h, 2 h, 3 h y 5 h en un fotorreactor hecho a la 

medida con una lámpara de diodo emisor de luz (LED) blanca de 150 mm × 27.2 mm × 150 mm 

y 30 W, con una iluminancia de aproximadamente 32369 lux. 

2.3.3 Purificación del Derivado Doblemente Desmetilado.  

2.3.3.1 Cromatografía de Capa Fina  

Para realizar la cromatografía de capa fina (Thin Layer Chromatography, TLC por sus siglas en 

inglés), todas las muestras se secaron con nitrógeno y se redisolvieron en la fase móvil, la cual 

fue una mezcla de etanol y ácido clorhídrico (99:1); como fase estacionaria se utilizó una placa 

de sílica gel F254 (Merck, Supelco) 20 × 20 cm. Se dejó eluir por 3 horas la TLC siguiendo el 

método utilizado por Robinson-Duggon en el 2019. 

 



19 

 

2.4 Espectrometría de Masas  

El TBO+ antes y después de la purificación se disolvió en acetonitrilo (grado LC-MS) hasta una 

concentración de 2 μM y se determinó su pureza inyectando por infusión directa en el 

espectrómetro de masas de la Universidad de Panamá. De igual manera la pureza del derivado 

doblemente desmetilado de Azul de Toluidina se determinó antes y después de su purificación, 

evaporando el solvente de la muestra purificada, obtenida de la TLC, y concentrándola en 

acetonitrilo (grado LC-MS) hasta 2 μM para su posterior inyección directa en el espectrómetro 

de masas.  

Las condiciones del rotaevaporador son: temperatura del baño de agua 47 °C, rotación del balón 

105 rpm y presión de la bomba 600 mmHg.  

También se determinó la encapsulación supramolecular del dd-TBO+@CB[7], preparado como 

se describe en la sección 3.3.1.3 Encapsulación supramolecular del fotosensibilizador en 

CB[7] y CB[8]. Todas las muestras preparadas para inyectar por infusión directa en el 

espectrómetro de masas fueron filtradas utilizando un filtro de 0.22 μm y se inyectaron por 

infusión directa en un espectrómetro Waters XEVO® TQD (Waters Corporation, Milford, MA, 

EE.UU.). Se utilizó una fuente de ionización por electrospray (ESI) positivo. Para el TBO+ antes 

y después de ser purificado, las diferentes fracciones obtenidas de la purificación y del dd-TBO+ 

antes y después de ser purificado, en acetonitrilo, se utilizaron las siguientes condiciones para 

colectar los diferentes espectros de masas: temperatura de la sonda 150 °C, tensión del cono de 

30 V, tensión de la corona capilar de 3.70 kV, temperatura de desolvatación 450 °C, flujo de 

gas de desolvatación 400 L/h, flujo de gas del cono 30 L/h, flujo de infusión de 5.0 mL/min. La 

detección se realizó en modo de barrido completo en el intervalo 230-290 m/z. Para la medición 

de espectrometría de masas del dd-TBO+@CB[7] y el dd-TBO+@CB[8] en agua grado masas 
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se cambiaron las siguientes condiciones: tensión de la corona capilar de 3.50 kV, flujo de gas 

del cono 60 L/h y la detección se realizó en modo de barrido completo en el intervalo 200-1500 

m/z. 

2.5 Preparación de Muestras 

2.5.1 Preparación del CB[7]. 

Se pesó la cantidad necesaria de CB[7] y se diluyó en agua grado masas en proporción de           

1.5 mg/mL. Posteriormente, se dejó en agitación durante 24 horas y se filtró con un filtro de     

0.22 μm. 

2.5.2 Preparación del CB[8]. 

Se pesó la cantidad necesaria de CB[8] y se diluyó en agua grado masas en proporción de           

1.5 mg/10 mL. Posteriormente, se dejó en agitación durante 24 horas. Se sonicó cada 3 minutos 

durante 15 minutos y se filtró con un filtro de 0.22 μm.  

 

2.6 Irradiación de las Muestras 

Para los experimentos de caracterización del derivado doblemente desmetilado de Azul de 

Toluidina se irradió la muestra en un fotorreactor hecho a la medida. El mismo cuenta con una 

lámpara de diodo emisor de luz (LED), la cual tiene una iluminancia de aproximadamente 32369 

lux. Por otra parte, los experimentos con el dd-TBO+ se realizaron utilizando un iluminador de 

Luzchem. Para ello se utilizó el cabezal multicolor, haciendo uso de la luz LED blanca e 

irradiando con 0.01 de intensidad. Las muestras fueron agitadas con el agitador magnético 

acoplado en el iluminador durante todas las irradiaciones. 
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2.7 Espectros de Absorción y de Emisión del Fotosensibilizador y de los Complejos de 

Inclusión 

2.7.1 Complejo de Inclusión con CB[7]. 

2.7.1.1 Titulación Espectrofotométrica del CB[7] 

Se preparó una alícuota de 3 mL de Cob+ 17.54 μM, la cual fue ajustada en la longitud de onda 

máxima (261 nm) a una absorbancia de 0.6. Se añadió en incrementos de 8 μL el CB[7] hasta 

un volumen de 120 μL, y en cada adición de dicho volumen se colectaron los datos en el 

espectrofotómetro Cary 60 UV-Vis.  

2.7.1.2 Encapsulación Supramolecular del Fotosensibilizador en CB[7] 

Para evaluar la encapsulación del dd-TBO+ en el CB[7], se preparó una solución de dd-TBO+   

2 μM con el CB[7] a 50 μM hasta un volumen de 3 mL utilizando solución amortiguadora de 

fosfato 10 mM con pH 7. Adicionalmente se preparó una solución que no contiene el CB[7] 

hasta un volumen final de 3 mL. A cada una de estas muestras preparadas se le hace un barrido 

en el espectrofotómetro Cary 60 UV-Vis en un rango de 200 nm a 850 nm.  

2.7.1.3 Determinación de la Formación del Complejo de Inclusión con el 

Fotosensibilizador 

Para evaluar la formación del complejo se colectó el espectro de absorbancia del dd-TBO+ en 

solución amortiguadora de fosfato 10 mM de pH 7.0, antes y después de añadirle el CB[7], en 

el espectrofotómetro UV-Vis haciendo un barrido de 200 nm a 850 nm. De igual manera se 

colectó el espectro de fluorescencia, excitando las muestras al máximo de absorción para las 

moléculas solas y en un punto donde no cambia la absorbancia cuando se forma el complejo 

con el CB[7], en un fluorímetro Fluoromax®-4 de HORIBA. Adicionalmente se inyectó por 

infusión directa en el espectrómetro de masas la molécula sola y encapsulada en agua grado 
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masas y se tomó el espectro de masas de 200 a 1500 m/z con las condiciones descritas en la 

sección 2.4 Espectrometría de Masas. 

2.7.1.4 Determinación de la Constante de Asociación 

La determinación de la constante de asociación se realizó mediante una curva de unión, en la 

cual se prepararon 2 soluciones: una con el dd-TBO+ a 2 μM; y la otra con el complejo                  

dd-TBO+@CB[7], con el dd-TBO+ a 2 μM y el CB[7] a 50 μM. Ambas soluciones en solución 

amortiguadora de fosfato 10 mM de pH 7. Se realizaron varios puntos de 1 mL de volumen 

total, en donde se mantiene constante la concentración del dd-TBO+ (2 μM) y varía la 

concentración del CB[7] de 0 hasta 50 μM. Se midieron los puntos en un fluorímetro 

Fluoromax®-4 de HORIBA, excitando a la longitud donde la absorbancia no cambia en el 

espectro de absorbancia del dd-TBO+ antes y luego de ser encapsulado.  

 

2.7.2 Complejo de Inclusión con CB[8]. 

2.7.2.1 Titulación Espectrofotométrica del CB[8] 

Se preparó una alícuota de 3 mL de Cob+ 4.39 μM, la cual fue ajustada en la longitud de onda 

máxima (261 nm) a una absorbancia de 0.15. Se añadió CB[8] en incrementos de 30 μL hasta 

un volumen de 390 μL, y en cada adición de dicho volumen se colectaron los datos en el 

espectrofotómetro Cary 60 UV-Vis. 

2.7.2.2 Encapsulación Supramolecular del Fotosensibilizador en CB[8] 

Para evaluar la encapsulación del dd-TBO+ en el CB[8], se preparó una solución de dd-TBO+   

2 μM con el CB[7] a 50 μM hasta un volumen de 3 mL utilizando solución amortiguadora de 

fosfato 10 mM con pH 7. Adicionalmente se preparó una solución que no contiene el CB[8] 
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hasta un volumen final de 3 mL. A cada una de estas muestras preparadas se le hace un barrido 

en el espectrofotómetro Cary 60 UV-Vis en un rango de 200 nm a 850 nm.  

 

2.7.2.3 Determinación de la Formación del Complejo de Inclusión con el 

Fotosensibilizador 

Para evaluar la formación del complejo se leyó el dd-TBO+ en solución amortiguadora de fosfato 

10 mM de pH 7.0, antes y después de añadirle el CB[8], en el espectrómetro UV-Vis haciendo 

un barrido de 200 nm a 850 nm. De igual manera se colectó el espectro de fluorescencia, 

excitando las muestras al máximo de absorción para las moléculas solas y en un punto donde no 

cambia la absorbancia cuando se forma el complejo con el CB[8], en un fluorímetro 

Fluoromax®-4 de HORIBA. Adicionalmente, se inyectó por infusión directa en el espectrómetro 

de masas la molécula sola y encapsulada en agua grado masas y se tomó el espectro de masas 

de 200 a 1500 m/z con las condiciones descritas en la sección 2.4 Espectrometría de masas. 

 

2.8 Determinación del Oxígeno Singulete 

El oxígeno singulete se determinó de manera indirecta siguiendo la disminución del espectro de 

fluorescencia del ABMA cuya concentración fue de 1.6 μM. Se utilizó un iluminador LED de 

Luzchem y se irradió el dd-TBO+, cuya concentración fue de 4 μM, a 630 nm con una intensidad 

del LED de 0.01 y a 20 mm de distancia, cada 3 minutos durante 30 minutos. Los experimentos 

fueron realizados por triplicado. 
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2.9 Degradación de la Superóxido Dismutasa por el Proceso Fotosensibilizado del         

dd-TBO+ 

Para evaluar la degradación de la enzima Superóxido Dismutasa se preparó una solución madre 

de SOD de 300 μM. Se hizo una mezcla de la enzima con el dd-TBO+ en solución amortiguadora 

de fosfato 10 mM a pH 7, variando la concentración de la enzima (25 μM, 10 μM, 2.5 μM y   

0.5 μM) y manteniendo constante la concentración del derivado doblemente desmetilado         

(2.5 μM) para las 3 primeras concentraciones de SOD, y utilizando 6 μM del derivado 

doblemente desmetilado para la última concentración de SOD. Se realizó un gel de 

poliacrilamida para evaluar por separado cada una de las muestras preparadas de SOD a 

concentraciones diferentes.  

2.9.1 Electroforesis de la Superóxido Dismutasa. 

Para evaluar el efecto de la luz blanca sobre la SOD se preparó un gel de poliacrilamida al 8%, 

con los siguientes componentes: 1.5 mL de Lower Buffer, 1.6 mL de solución de acrilamida, 

3.18 mL de agua desionizada, 5 μL de TEMED y 20 μL de persulfato de amonio al 10%. Para 

evaluar el efecto del dd-TBO+ sobre la SOD se preparó un gel de poliacrilamida al 12% con los 

siguientes componentes: 1.5 mL de Lower Buffer, 2.4 mL de solución de acrilamida, 2.09 mL 

de agua desionizada, 5 μL de TEMED y 30 μL de persulfato de amonio al 10%. Para cada 

muestra preparada a distintas concentraciones se utilizó 7 μL para colocarlas en los pocillos de 

cada gel. La electroforesis se realizó en una cámara Mini-Protean II de Bio-Rad (Richmond, 

CA, USA) aplicando 50 V por 30 min y luego 100 V por 1 h. Al finalizar la corrida, los geles 

se tiñeron con una solución de azul de Coomassie R-250 y posteriormente se decoloraron con 

una solución decolorante de Coomassie R-250.  
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3.1 Purificación del Azul de Toluidina 

Primeramente, se tomó 1 mg de TBO+ y se disolvió en tres solventes diferentes: metanol, agua 

y acetonitrilo con el fin de ver el comportamiento solvatocrómico en los distintos solventes.  

 

 

Figura 6. Espectro de absorbancia UV-Vis del Azul de Toluidina obtenido de sigma sin purificar en distintos 

solventes. La línea roja es el TBO+ en metanol, la línea verde es el TBO+ en agua y la línea azul es el TBO+ en 

acetonitrilo. 

 

En la Figura 6 se puede observar que en metanol tiene un máximo de absorción a 629 nm y se 

ve una sola señal, mientras que en agua se observa un máximo de absorción a 636 nm y se puede 

observar que en acetonitrilo hay 2 señales con máximos a 519 nm y 630 nm, tal como se muestra 

en la Tabla 1. Estas diferencias de los espectros de absorción son debidas a que el TBO+ es 

soluble en metanol y agua dependiendo de la concentración (aproximadamente 1 mg/mL), pero 

en acetonitrilo a esta misma concentración logramos ver las impurezas que contiene la muestra 

obtenida de sigma con una pureza del 80%.  

La polaridad de los solventes utilizados es la siguiente: Agua > Acetonitrilo > Metanol (Los 

Eluyentes en HPLC – cromlab-instruments.es, s.f.). Esto explica las diferencias en el 

desplazamiento del máximo de absorción, del agua y acetonitrilo con respecto al metanol, hacia 
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el rojo del espectro visible. Este desplazamiento se conoce como efecto batocrómico, el mismo 

se debe a la polaridad del solvente, mientras más polar sea, el máximo de absorción se desplazará 

más hacia el rojo del espectro visible. 

 

Tabla 1. Máximos de absorción del TBO+ en diferentes solventes para la evaluación del efecto solvatocrómico. 

 

Solvente Máximo de absorción 

Agua 636 nm 

Acetonitrilo 519 y 630 nm 

Metanol 629 nm 

 

Una vez visto el espectro del TBO+ por espectroscopía UV-Vis, se filtró utilizando un filtro de 

0.22 μm e inyectó por infusión directa en el espectrómetro de masas aquella muestra disuelta en 

acetonitrilo. Como se puede ver en la Figura 7, la muestra contiene la especie mono desmetilada 

del Azul de Toluidina, d-TBO+, un derivado Sulfóxido del TBO+, y el derivado doblemente 

desmetilado, dd-TBO+, los cuales son los productos de la fotodegradación de TBO+.  
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Figura 7. Espectro de masas del Azul de Toluidina obtenido de Sigma sin purificar en acetonitrilo. 

 

Las intensidades relativas de estas señales se encuentran tabuladas en la Tabla 2, estas 

intensidades, aunque no sean un dato cuantitativo, sugieren que la molécula madre no está 

completamente pura. Debido a estas impurezas se realizaron una serie de seis purificaciones 

para obtener el compuesto puro y utilizarlo para la síntesis del derivado doblemente desmetilado 

del Azul de Toluidina, dd-TBO+.  

La purificación del TBO+ se realizó en una columna abierta de vidrio. Se utilizó sílica gel como 

fase estacionaria, y como eluyente una mezcla de etanol y ácido clorhídrico (99:1) de 500 mL. 
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La columna fue empacada en húmedo. Se utilizaron 5 mg de TBO+ disueltos en 5 mL de la fase 

móvil.  

De la purificación se obtuvieron 7 fracciones: fracción 1, fracción 2, fracción 3, fracción 4.1, 

fracción 4.2, fracción 4.3 y fracción 5. A cada fracción se le eliminó el solvente utilizando un 

rotaevaporador, con las condiciones descritas en la sección 2.4 Espectrometría de Masas.  

 

Posteriormente se redisolvieron las fracciones añadiéndole 1 mL de acetonitrilo y se sonicaron 

para una mejor dilución. Cada una de las fracciones recuperadas fue filtrada usando un filtro de 

0.22 μm e inyectada por infusión directa en el espectrómetro de masas con las condiciones 

anteriormente descritas en la sección 2.4 Espectrometría de Masas. La fracción 4.3 

corresponde a la molécula madre pura, como se observa en la Figura 8, en donde se ve una 

diferencia notable con respecto a las abundancias relativas de las señales de los derivados. En 

la Tabla 2 se puede ver como disminuyen las abundancias relativas de las especies desmetiladas 

del TBO+ y del TBO+ Sulfóxido luego de haber realizado la purificación. Sin embargo, estas 

señales siguen apareciendo debido a que la molécula se puede degradar con el tiempo, en 

acetonitrilo y por la acción de la luz ambiente .  
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Figura 8. Espectro de masas del Azul de Toluidina purificado, en acetonitrilo.  

 

Tabla 2. Masas y abundancia de señales relativas del Azul de Toluidina antes y después de ser purificado. 

Condiciones Ion m/z 
Abundancia de señal relativa 

(%) 

    

Azul de Toluidina antes 

de ser purificado 

 

dd-TBO+ 242.1 4.91 

d- TBO+ 256.1 22.03 

TBO+ 270.1 100.00 

TBO+ Sulfóxido 286.0 17.23 

Azul de Toluidina 

purificado  

 

   

dd-TBO+ 242.1 2.16 

d- TBO+ 256.0 2.31 

TBO+ 270.1 100.00 

TBO+ Sulfóxido 286.1 8.63 

   

Leyenda de las masas: Azul de Toluidina (TBO+) = 270.1; mono desmetilado (d-TBO+) = 256.1; 

doblemente desmetilado (dd-TBO+) = 242.1. 
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Una vez se obtuvo el TBO+ puro se procedió a leer nuevamente su espectro de absorción en 

acetonitrilo. Como se puede observar en la Figura 9, aquella señal que aparecía en 519 nm en 

la Figura 6 ya no aparece debido a la purificación.  

 

Figura 9. Espectro de absorbancia UV-Vis del TBO+ purificado, en acetonitrilo. 

 

3.2 Síntesis y Purificación del Fotosensibilizador 

Una vez obtenido el TBO+ puro se procedió a preparar muestras en acetonitrilo a una 

concentración de aproximadamente 12.5 μM utilizando el coeficiente de absortividad molar para 

ajustar la absorbancia a 0.5 en 626 nm, el cual es el máximo de absorción como se puede 

observar en la Figura 9. Se realizó un barrido de 200 nm a 850 nm en el espectrofotómetro Cary 

60 UV-Vis, en donde el máximo de absorción resultante para la muestra purificada fue de        

629 nm antes de ser irradiada, como se puede observar en la Figura 10 y Figura 11. Se preparó 

una muestra de control de TBO+, la misma se guardó en oscuridad durante el tiempo de 

irradiación de las demás muestras, con el fin de conocer cómo estaba la muestra inicialmente y 

comparar la generación de los derivados de Azul de Toluidina. Seguidamente se prepararon las 

muestras para irradiación (a tiempos de 1, 2, 3 y 5 horas) en un fotorreactor hecho a la medida, 
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con una lámpara de diodo emisor de luz (LED) blanca de 150 mm × 27.2 mm × 150 mm y         

30 W. La temperatura de calor fue de 6500 K y 2100 lúmenes (Lm). Las muestras se irradiaron 

con una iluminancia de aproximadamente 32369 lux, la cual se midió con un registrador de 

datos HOBO (1 lx = 1 lm/m2 = 1 cd-sr/m). Con ello se determinaron las condiciones óptimas 

para generar la mayor cantidad del derivado doblemente desmetilado.  

Se midió el espectro de absorción cada 5 minutos durante la primera hora de irradiación, y cada 

10 minutos durante la segunda, tercera y quinta hora. Con esto se observa un fotoblanqueo de 

la muestra, el cual es la disminución de la absorbancia (eje Y) de la muestra antes de ser irradiada 

(línea roja) a lo largo de la irradiación como se muestra en la Figura 11. Adicionalmente, hay 

un desplazamiento del máximo de absorción de 629 nm hacia 610 nm, longitud de absorción 

máxima del derivado mono desmetilado (d-TBO+) al cabo de 2 horas. Luego de haber 

transcurrido tres horas de irradiación, hay un desplazamiento de 610 nm a 595 nm, la cual 

corresponde a la longitud máxima de absorción del derivado doblemente desmetilado               

(dd-TBO+) como fue descrito por Robinson-Duggon et al. en 2019, esto se observa en la Figura 

11.  

 

Figura 10. Espectro de absorción UV-Vis del TBO+ en acetonitrilo irradiado durante 3 horas. La línea roja muestra 

el máximo de absorción en 629 nm del TBO+ puro antes de la irradiación. 
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Figura 11. Espectro de absorbancia UV-Vis de la degradación del Azul de Toluidina por 3 horas. La línea roja 

muestra el tiempo 0; la azul 1 hora; la verde 2 horas; la morada 3 horas; y la gris 5 horas. 

 

La cinética de degradación del TBO+ se obtuvo graficando la absorbancia a 595 nm, 610 nm y 

650 nm, correspondientes a la especie doblemente desmetilada, mono desmetilada y el TBO+ a 

una longitud de onda donde los derivados de este no absorben, así como se observa en la Figura 

12. En la misma se puede ver que durante una hora de irradiación el TBO+ empieza a 

demetilarse, a su vez la absorbancia a 650 disminuye. Por otra parte, la especie mono 

desmetilada se mantiene constante y la especie doblemente desmetilada comienza a formarse, 

esto se ve en las absorbancias de 610 nm y 595 nm respectivamente. Después de la primera hora 

se puede observar que el TBO+ (650 nm) se mantiene constante, la disminución de la 

absorbancia de la especie mono desmetilada (610 nm) y la generación de la especie doblemente 

desmetilada (595 nm) se mantiene en el tiempo. Esto indica que la especie mono desmetilada se 

está desmetilando para la formación del derivado doblemente desmetilado. 
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Figura 12. Cinética de fotodegradación del Azul de Toluidina para la síntesis del dd-TBO+ irradiado por 3 horas 

con luz visible en acetonitrilo. Los círculos morados representan la generación del dd-TBO+ a 594 nm, los círculos 

verdes la generación del derivado mono desmetilado d-TBO+ a 609 nm y, los círculos rojos la fotodegradación del 

TBO+ medido a 650 nm. 

 

Tanto las muestras de irradiación como la de control en oscuro se analizaron mediante 

espectrometría de masas con las condiciones descritas en la sección 2.4 Espectrometría de 

Masas. En el espectro de masas del control en oscuro, Figura 13, se puede observar el ion 

molecular de 270.1 m/z con una intensidad de señal relativa del 100 % correspondiente a la 

molécula madre de TBO+. También está presente en pequeñas cantidades la señal de 256.0 m/z 

del derivado mono desmetilado de TBO+ (d-TBO+) y, el pico de 242.1 m/z del derivado 

doblemente desmetilado, dd-TBO+, ambos productos de la fotodegradación de la molécula 

madre (ver Tabla 2). 
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Figura 13. Espectro de masas del Azul de Toluidina en acetonitrilo en oscuro sin irradiar durante el transcurso del 

experimento como control.  

 

Tras una hora de irradiación hay una aparición de las especies desmetilada y doblemente 

desmetilada como fotoproductos de la degradación de TBO+, tal aparición se puede observar en 

la Figura 14, en donde el ion molecular 270.1 m/z, correspondiente a la molécula de TBO+ 

sigue siendo el ion molecular con una intensidad de señal relativa del 100%; y, los derivados 

mono desmetilado y doblemente desmetilado, 256.0 m/z y 242.1 m/z respectivamente tienen 

abundancia de señal relativas más altas que en la Figura 13, como se muestra en la Tabla 3. 
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Esto quiere decir que al cabo de una hora la molécula madre se está fotodegradando y comienzan 

a formarse las especies desmetiladas. 

 

 

Figura 14. Espectro de masas del Azul de Toluidina en acetonitrilo tras una hora de irradiación.  

 

Al cabo de dos horas de irradiación se observa, en la Figura 15, un incremento en las 

intensidades relativas de 256.0 m/z, correspondiente al derivado mono desmetilado, y 242.1 m/z 

del derivado doblemente desmetilado. A su vez, la intensidad relativa de 270.1 m/z del TBO+ 

disminuye, esto sugiere que el Azul de Toluidina continua desmetilandose y que sus derivados 
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continúan formándose, siendo el mono desmetilado el fotoproducto mayoritario durante este 

periodo de irradiación.  

 

 

Figura 15. Espectro de masas del Azul de Toluidina en acetonitrilo tras dos horas de irradiación. Estructura del 

d-TBO+. 

 

Luego de haber transcurrido tres horas de irradiación se observa un aumento en la abundancia 

de la señal del derivado doblemente desmetilado, 242.0 m/z junto con una disminución en las 

abundancias de las señales del derivado mono desmetilado y del Azul de Toluidina 255.9 m/z y 
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270.1 m/z, respectivamente, como se muestra en la Figura 16. Esto sugiere que ambas especies, 

TBO+ y d-TBO+, se están desmetilando y con ello se produce el dd-TBO+ las señales entre 274 

y 285 m/z corresponden al blanco utilizado. Estas intensidades de las señales que se muestran 

en los espectros de masas de 1 a 3 horas y, en oscuro, se encuentran tabuladas en la Tabla 3.  

 

 

Figura 16. Espectro de masas del Azul de Toluidina en acetonitrilo tras tres horas de irradiación. Estructura del 

dd-TBO+. 
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Tabla 3. Intensidad de abundancias relativas de las señales del TBO+ y sus derivados en acetonitrilo a 

tiempo 0, 1, 2 y 3 h. 

Condiciones Ion m/z 
Abundancia de señal 

relativa (%) 

Azul de Toluidina en 

acetonitrilo en oscuridad 

dd-TBO+ 242.1 3.19 

d- TBO+ 256.0 12.23 

TBO+ 270.1 100.00 

TBO+ Sulfóxido 286.1 11.61 

    

Azul de Toluidina luego 

de una hora de 

irradiación 

dd-TBO+ 242.1 18.29 

d- TBO+ 256.0 71.99 

TBO+ 270.1 100.00 

TBO+ Sulfóxido 286.1 9.84 

    

Azul de Toluidina luego 

de dos horas de 

irradiación 

dd-TBO+ 242.1 45.13 

d- TBO+ 256.0 100.00 

TBO+ 270.1 67.46 

TBO+ Sulfóxido 286.1 6.32 

    

Azul de Toluidina luego 

de tres horas de 

irradiación 

dd-TBO+ 242.0 100.00 

d- TBO+ 256.1 10.01 

TBO+ 270.0 11.32 

TBO+ Sulfóxido 286.6 1.38 

    

 

Finalmente, al cabo de 5 horas se puede observar en la Figura 17, la aparición de otras señales 

de masas como productos de la fotodegradación del TBO+. Esta formación puede deberse a la 

exposición de manera prolongada de la luz policromática sobre el TBO+ generado la formación 

de otros fotoproductos no deseados dentro de esta investigación.  

 

Una vez obtenido los espectros de masas de cada muestra irradiada a tiempos diferentes, se opta 

por seguir irradiando a tiempo de 3 horas, ya que es la condición óptima de irradiación para que 

el dd-TBO+ sea el producto mayoritario.  

 

Se irradió TBO+ hasta obtener aproximadamente 500 mL. Se procedió a eliminar el solvente, 

acetonitrilo, haciendo uso del rotaevaporador con las condiciones descritas en la 2.4 

Espectrometría de Masas. Posteriormente, se redisolvió el dd-TBO+ en 1 mL el eluyente 
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etanol:ácido clorhídrico (99:1). El dd-TBO+ redisuelto se colocó en un vial ámbar para su 

posterior purificación. 

 

 

Figura 17. Espectro de masas del Azul de Toluidina irradiado 5 horas en acetonitrilo. 

 

El dd-TBO+ se purificó mediante cromatografía de capa fina. Para esto se sembró 1 mL del     

dd-TBO+ guardado en un vial ámbar con el eluyente. La cámara para realizar la TLC se cubrió 

completamente con papel de aluminio para evitar la incidencia de la luz, y se dejó correr por 3 

horas. Una vez culminado el tiempo de corrida de la TLC la placa de sílica se sacó de la cámara 

y se dejó secar, como se observa en la Figura 18. Posteriormente se raspó la franja lila, se 

adicionó acetonitrilo para redisolver la muestra , y se filtró haciendo uso de un filtro de 0.22 μm 
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para recuperar el dd-TBO+. 

 

 

Figura 18. Cromatografía de capa fina del derivado doblemente desmetilado. 

 

Una vez se obtuvo el filtrado se volvió a filtrar utilizando el filtro de 0.22 μm, y 1 ml del filtrado 

se inyectó por infusión directa en el espectrómetro de masas siguiendo las condiciones descritas 

en la sección 2.4 Espectrometría de masas, el resto del filtrado se secó con nitrógeno y se 

guardó en un vial ámbar en refrigeración hasta su uso. 

El dd-TBO+ puro se pude observar en la Figura 19, donde el ion molecular es 242.0 m/z con 

una abundancia de la señal relativa de 100 %. También se observa que el resto de las señales 

presentes se encuentran por debajo del 20 % en abundancia relativa, entre ellas, las señales de 

la molécula madre y el derivado mono desmetilado. Esto es debido a que el rf es pequeño y por 

lo tanto hay presencia de estas especies aún. 
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Figura 19. Espectro de masas del derivado doblemente desmetilado (dd-TBO+) en acetonitrilo purificado por 

cromatografía en capa fina.  

 

Luego de haber realizado la purificación del derivado de Azul de Toluidina, dd-TBO+, este se 

diluyó en varios solventes: acetonitrilo, metanol, agua grado masas y solución amortiguadora 

de fosfato 10 mM de pH 7. En la Tabla 4 están descritos los distintos máximos de absorción de 

cada solvente y en la Figura 20 se observa el efecto bato e hipocrómico de los distintos solventes 

respecto al acetonitrilo.  
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Figura 20. Espectro de absorbancia del dd-TBO+ en diferentes solventes. La línea roja es en acetonitrilo, la línea 

morada en metanol, la línea azul en agua grado masas, la línea verde en solución amortiguadora de fosfato 10 mM 

de pH 7. 

 

Tabla 4. Máximos de absorción del dd-TBO+ en diferentes solventes para la evaluación del efecto 

solvatocrómico. 

Solvente Máximo de absorción 

Acetonitrilo 595 nm 

Agua 603 nm 

Solución amortiguadora de 

fosfato 10 mM de pH 7.0 
602 nm 

Metanol 600 nm 

 

3.3 Espectros de Absorción y de Emisión del Fotosensibilizador y de los Complejos de 

Inclusión 

3.3.1 Complejo de Inclusión con CB[7] y CB[8]. 

Para evaluar la encapsulación del dd-TBO+ en el CB[7] y CB[8] primero se preparó una solución 

de Cob+ para determinar las concentraciones de los macrociclos. En un vial ámbar de 5 mL, con 

3 mL de agua grado masas, se diluyeron 2.1 mg de Cob+ y se dejó en agitación por 5 minutos 

para una mejor dilución.  
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3.3.1.1 Titulación Espectrofotométrica del CB[7] 

Se preparó una alícuota de 3 mL de Cob+ 17.54 μM, ajustada en la longitud de onda máxima 

(261 nm) a una absorbancia de 0.6. Se añadió en incrementos de 8 μL el CB[7], preparado como 

esta descrito en la sección 2.5.1 Preparación del CB[7], hasta un volumen de 120 μL, y en cada 

adición de dicho volumen se colectaron los datos en el espectrofotómetro Cary 60 UV-Vis de 

acuerdo con el protocolo previamente descrito por Yi, S., & Kaifer, A. E. 2011 y se puede 

observar en la Figura 22. Utilizando las ecuaciones de la recta se obtuvo el punto de 

equivalencia y con ello se determinó la concentración del CB[7], la cual resultó ser 1.097 mM, 

como se observa en la Figura 21. Esto fue necesario para determinar la concentración exacta 

del macrociclo para la posterior preparación de las soluciones de trabajo. 

 

 

Figura 21. Determinación de la concentración del CB[7] con Cob+ en agua grado masas. Los datos de absorbancia 

se colectaron a 621 nm, longitud de onda máxima del Cob+. 
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Figura 22. Titulación espectrofotométrica del CB[7] con Cob+ en agua grado masas. 

 

3.3.1.2 Titulación Espectrofotométrica del CB[8] 

Se preparó una alícuota de 3 mL de Cob+ 4.39 μM, la cual fue ajustada en la longitud de onda 

máxima (261 nm) a una absorbancia de 0.15. Se añadió CB[8], preparado como se indica en la 

sección 2.5.2 Preparación del CB[8], en incrementos de 30 μL hasta un volumen de 390 μL, y 

en cada adición de dicho volumen se colectaron los datos en el espectrofotómetro Cary 60 UV-

Vis, de acuerdo con el protocolo previamente descrito por Yi, S., & Kaifer, A. E. 2011, y se 

puede observar en la Figura 24. Utilizando las ecuaciones de la recta de la absorbancia 

corregida, se obtuvo el punto de equivalencia y con ello se determinó la concentración del 

CB[8], la cual resultó ser 0.111 mM, como se observa en la Figura 23. Esto fue necesario para 

determinar la concentración exacta del macrociclo para la posterior preparación de las 

soluciones de trabajo. 
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Figura 23. Determinación de la concentración del CB[8] con Cob+ en agua grado masas. Los datos de absorbancia 

se colectaron a 621 nm, longitud de onda máxima del Cob+. 

 

Figura 24. Titulación espectrofotométrica del CB[8] con Cob+ en agua grado masas. 

 

3.3.1.3 Encapsulación Supramolecular del Fotosensibilizador en CB[7] y CB[8] 

Para evaluar la encapsulación del dd-TBO+ en el CB[7] y en el CB[8] se prepararon en dos 

celdas de cuarzo utilizando solución amortiguadora de fosfato 10 mM de pH 7 una solución de 

3 mL son dd-TBO+ con una concentración de 2 μM y, una solución de 3 mL de dd-TBO+ 2 μM 

con el CB[7] a 50 μM, de igual manera se preparan estas mismas condiciones para el CB[8]. A 
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cada una se le hace un barrido en el espectrofotómetro Cary 60 UV-Vis en un rango de 200 nm 

a 850 nm.  

En la Figura 25 se puede observar que el dd-TBO+ sin encapsular tiene un máximo de absorción 

en 602 nm, cuando se colecta el espectro de la muestra preparada con CB[7] se ve un 

desplazamiento del máximo de absorción hacia 594 nm, lo que evidencia que parte del dd-TBO+ 

está dentro del macrociclo CB[7]. Por otra parte, al colectar los datos de absorbancia de la 

molécula (dd-TBO+) con el CB[8] se ve un desplazamiento mayor del máximo de absorbancia. 

Como el macrociclo tiene una mayor cavidad, esto indica que entran dos moléculas de dd-TBO+ 

en vez de una dentro de la cavidad. 

 

 

Figura 25. Espectro de absorción de UV-Vis del derivado doblemente desmetilado de Azul de Toluidina y de los 

complejos de inclusión. La línea roja representa el dd-TBO+, la línea azul el complejo de inclusión                               

dd-TBO+@CB[7] y la línea verde el complejo de inclusión dd-TBO+@CB[8] en solución amortiguadora de fosfato 

10 mM de pH 7.0. 

 

Posteriormente estas soluciones fueron leídas en el fluorímetro Fluoromax®-4. Las mismas 

fueron excitadas en el máximo de absorción de cada una, dichos máximos se encuentran 

descritos en la Tabla 5. La Figura 26 muestra el espectro de emisión del dd-TBO+ solo, y de 

los complejos dd-TBO+@CB[7] y dd-TBO+@CB[8]. En la misma se puede ver que el complejo 
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formado con el CB[7] emite mayor fluorescencia que la molécula (dd-TBO+) sola, esto se debe 

al cambio en el ambiente de la molécula al insertarse dentro de la cavidad hidrofóbica del 

macrociclo y porque la formación del complejo de inclusión con el CB[7] restringe la movilidad 

de la molécula disminuyendo los decaimientos no radiativos (Ver Diagrama de Jablonski 

presentado en la Figura 2). Por otro lado, el complejo con CB[8] emite una menor fluorescencia, 

esto es debido a que por el hecho de que dos moléculas entran en la cavidad del macrociclo, 

cuando estas son excitadas por la proximidad se produce un autoapagamiento y como resultado 

se emite una menor fluorescencia.  

 

Figura 26. Espectro de emisión de fluorescencia del derivado doblemente desmetilado de Azul de Toluidina y de 

los complejos de inclusión. La línea roja representa el dd-TBO+, la línea azul el complejo de inclusión                        

dd-TBO+@CB[7] y la línea verde el complejo de inclusión dd-TBO+@CB[8] en solución amortiguadora de fosfato 

10 mM de pH 7.0. 
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Tabla 5. Resumen de los máximos de absorción y de emisión del dd-TBO+, de los complejos de inclusión        

dd-TBO+@CB[7] y dd-TBO+@CB[8] en solución amortiguadora de fosfato 10 mM de pH 7.0. 

 

Muestra Máximo de absorción Máximo de emisión 

dd-TBO+ 602 nm 625 nm 

dd-TBO+@CB[7] 594 nm 625 nm 

dd-TBO+@CB[8] 558 nm 626 nm 

 

Una vez vista la evidencia por espectroscopía UV-Vis y por emisión de fluorescencia, se 

prepararon las muestras en las mismas condiciones, pero utilizando Agua, grado masas, como 

disolvente. Las muestras fueron filtradas haciendo uso de un filtro de 0.22 μm y se inyectaron 

por infusión directa en el espectrómetro de masas con las condiciones descritas en la sección 

2.4 Espectrometría de masas.  
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Figura 27. Espectro de masas del cucurbit[7]urilo en agua.  

 

En la Figura 27 se observa el espectro de masas del macrociclo CB[7] en agua. En el espectro 

se ve que el ion molecular con la intensidad de la señal relativa más abundante es el 604.4 m/z, 

el cual corresponde al [CB7 + 2Na]2+ cuando se fragmenta en dos. Otras señales características 

del macrociclo son: 633.9 m/z, [CB7 + Na + 2K + 4H]7+, cuando se fragmenta en dos; 654.4 

m/z, [CB7 + 2Na + 2K + 3H + NH4]
8+, cuando se fragmenta en 2; 430.6 m/z, [CB7 + 2Na + 2K 

+ H]5+, cuando se fragmenta en tres; 601.4 m/z, [CB7 + K]+, cuando se fragmenta en dos; 1185.6 

m/z, [CB7 + Na]+; 1224.7 m/z, [CB7 + Na + K]2+. Estas señales concuerdan con aquellas ya 

reportadas por Da Silva et al., en el 2011. Por otra parte, en la Figura 28 se verifica que la 
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formación del complejo debido a que la señal 721.8 m/z corresponde al [CB7 + dd-TBO + K]2+ 

cuando se fragmenta en dos; la señal 741.0 m/z, [CB7 + dd-TBO + 2K]3+, cuando se fragmenta 

en dos. Estas señales tienen una abundancia relativa baja debido a la diferencia de 

concentraciones que se utilizó para el experimento, 50 μM de CB[7] y 2 μM de dd-TBO+. 

 

 

 

Figura 28. Espectro de masas del derivado dd-TBO+ encapsulado en CB[7] (dd-TBO+@CB[7]) en agua.  

 

En la Figura 29 se observa el espectro de masas del macrociclo CB[8] en agua grado masas. En 

el mismo aparecen señales características de este macrociclo son: 687.4 m/z, [CB8 + Na]+, 

cuando se fragmenta en dos; 469.6 m/z, [CB8 + 2K]2+, cuando se fragmenta en tres; 695.4 m/z, 

 

A
b

u
n
d

an
ci

a 
re

la
ti

v
a 

(%
) 

m/z 

 



52 

 

[CB8 + K + Na]2+, cuando se fragmenta en dos; 703.2 m/z, [CB8 + 2Na]2+, cuando se fragmenta 

en dos. Como se reportó anteriormente por Da Silva et al., en el 2011. 

 

Figura 29. Espectro de masas del cucurbit[8]urilo en agua. 

 

También se verifica la encapsulación del dd-TBO+ en el CB[8] por espectrometría de masas, en 

la Figura 30 aparece la señal 914.9 m/z, correspondiente al [CB8 + 2dd-TBO + NH4]
3+, cuando 

se fragmenta en dos; y la señal 954.0 m/z, [CB8 + 2dd-TBO + 2K + NH4]
5+, cuando se fragmenta 

en dos. 
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Figura 30. Espectro de masas del derivado dd-TBO+ encapsulado en CB[8] (dd-TBO+@CB[8]) en agua.  

 

3.3.1.4 Determinación de la Formación del Complejo de Inclusión con el 

Fotosensibilizador 

3.3.1.5 Determinación de la Constante de Asociación 

Debido a que por fluorescencia se vio una disminución en el espectro del dd-TBO+@CB[8], 

causado por autoapagamiento de la molécula, se optó por determinar la constante de asociación 

del dd-TBO+@CB[7], ya que las condiciones experimentales actuales en Panamá nos permiten 

evidenciar la formación del complejo de inclusión con el CB[8], pero no determinar la constante 
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de asociación. Para determinar la constante de asociación se prepararon dos soluciones descritas 

en la sección 2.7.1.4 Determinación de la constante de asociación. Todas las muestras 

preparadas fueron excitadas a 580 nm porque es el punto en la absorbancia que se mantiene 

constante cuando el dd-TBO+ se encuentra solo y encapsulado. Los datos se colectaron en un 

rango de 590 nm a 750 nm, utilizando un slit de excitación y de emisión de 3 nm y la corrección 

de la señal de la muestra. En la Figura 31 se muestra la curva de unión normalizada obtenida. 

Estos datos fueron cargados al software Scientist y por medio de análisis numérico se determinó 

la constante de asociación para un modelo de 1:1 de acuerdo con protocolos previamente 

reportados (Robinson-Duggon et al, 2017; Robinson-Duggon et al, 2021) para obtener los datos 

de la constante de asociación. Dichos datos se encuentran tabulados en la Tabla 6, en donde 

C11 corresponde al cociente entre los rendimientos cuánticos de fluorescencia en presencia y 

ausencia de CB[7], β11 corresponde a la constante de equilibrio para la formación del complejo 

1:1 con CB[7] y GT se refiere al CB[7] libre del huésped, es decir, del dd-TBO+. 

 

 

Figura 31. Curva de unión del complejo dd-TBO+@CB[7]. 
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Los datos obtenidos por el software sugieren que la constante de asociación es alta, 2.056×107 

M-1, y esta constante es un orden de magnitud mayor que la reportada para la molécula madre 

TBO+ (5.5 ± 0.6) × 106 M−1 (Robinson-Duggon, 2017). 

 

Tabla 6. Valores obtenidos del software Scientist para la determinación de la constante de asociación del         

dd-TBO+@CB[7]. 

Nombre Valor 

C11 1.191 

β11 2.056×107 M-1 

GT 2×10-6 

 

3.4 Determinación del Oxígeno Singulete 

Para determinar la generación de oxígeno singulete se preparó una sonda del ABMA. Para ello 

se disolvieron, en 2 mL de dimetilsulfóxido, 5.3 mg ABMA, y se sometió a agitación para una 

mejor disolución. Se prepararon soluciones de hexacianoferrato de tripotasio y azida de sodio a 

1 mM y 10 mM respectivamente. La concentración del dd-TBO+ utilizado fue de 4 µM. 

Inicialmente se preparó, en una celda de cuarzo, 3 mL del ABMA a 100 μM, sin embargo, esta 

concentración resultó ser alta para determinar la generación de oxígeno singulete por 

absorbancia en el espectrofotómetro UV-Vis, pero se presentaron problemas de solubilidad por 

la elevada concentración de la sonda por lo que se realizaron ajustes de concentración hasta que 

finalmente se utilizó 1.6 μM de la sonda y tuvimos que determinarlo por medio de fluorescencia 

ya que es una técnica más sensible. 

En una celda de cuarzo se preparó la sonda a 1.6 μM y se irradió durante 30 min como control, 

para demostrar que la misma no se degrada por sí sola. Para esto se graficó la absorbancia de 
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esta vs el tiempo de irradiación, como se puede ver en la Figura 32, la sonda se mantiene igual 

a tiempo 0 y luego de los 30 min de irradiación con luz blanca.  

 

 

Figura 32. Espectro de absorbancia de UV-Vis del ABMA antes y después de ser irradiado con luz blanca. 

 

En la Figura 33 se encuentran graficadas las fluorescencias normalizadas emitida de cada 

solución preparada para determinar el oxígeno singulete siguiendo la disminución del ABMA, 

la cual es una sonda específica para esta especie a determinar. Estas determinaciones se 

realizaron excitando en 395 nm, longitud de onda con menor energía del ABMA. Los espectros 

de fluorescencia se colectaron de 400 a 550 nm con un slit de excitación y de emisión de 1 nm 

para las muestras del dd-TBO+ solo y encapsulado en presencia de la azida de sodio, con slit de 

excitación y de emisión de 4 nm para el dd-TBO+ solo con el aditivo FeCy, y un slit excitación 

y de emisión de 2 nm de para el dd-TBO+ encapsulado en CB[7] y CB[8] en presencia del aditivo 

FeCy.  

En la Figura 33 se puede observar que el dd-TBO+@CB[7] en solución amortiguadora de 

fosfato de pH 7 (círculos verdes) a tiempo de 5 a 20 min, genera menor cantidad de oxígeno 
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singulete que el dd-TBO+ solo en solución amortiguadora de fosfato de pH 7 (círculos rojos), 

pero al cabo de 30 min generan la misma cantidad. Aunque esto suceda así, está la ventaja de 

que el dd-TBO+ encapsulado se protege de la fotodegradación, lo cual no sucede si está la 

molécula sola. Por otro lado, se tiene la fluorescencia normalizada de ABMA con el dd-TBO+ 

solo en una solución enriquecida con agua deuterada (cuadrados azules), como es en este medio 

la vida media del oxígeno singulete es ~20 veces mayor (4 µs en agua y 60 µs en D2O) (Cáceres, 

J. et al., 2017). por ende, persiste más tiempo y la sonda se degrada más como se muestra en la 

Figura 33. También se ve que el dd-TBO+@CB[7] en una solución enriquecida con agua 

deuterada (cuadrados morados) genera aún más cantidad de oxígeno singulete que estando la 

molécula sola.  

El hecho de que se vea una mayor degradación del ABMA, visto por la disminución de la 

fluorescencia, es un indicativo de que predomina el mecanismo de Tipo II, en donde el 

fotosensibilizador se regenera, esto es deseable para la TFD.  

 

 
Figura 33. Fluorescencia normalizada de ABMA. A (1.6 µM) a 407 nm cuando fue irradiada con el derivado        

dd-TBO+ en ausencia (círculos rojos) y en presencia de 50 µM CB[7] (círculos verdes) en solución amortiguadora 

de fosfato 10 mM de pH 7.0. Fluorescencia normalizada de ABMA (1.6 µM) a 407 nm cuando fue irradiada con 

el derivado dd-TBO+ en ausencia (cuadrados azules) y en presencia de 50 µM CB[7] (cuadrados morados) en 

solución enriquecida con agua deuterada (D2O). Las muestras fueron irradiadas con luz blanca. 



58 

 

Para conocer el mecanismo predominante del fotosensibilizador, dd-TBO+, se prepararon 

soluciones con FeCy (para saber si hay transferencia de electrones) y NaN3 (un apagador físico 

del oxígeno singulete). En la Figura 34 se puede observar que el dd-TBO+ en presencia del 

FeCy tiene variaciones de intensidades de fluorescencia mayores al del dd-TBO+ solo y así como 

con la azida. Esto se debe a que hay mecanismos de transferencia de electrones, es decir, sucede 

el mecanismo de Tipo I. Por otro lado, la disminución de la fluorescencia con la azida es 

indicativo de que, aunque ella es un apagador del oxígeno singulete, se puede estar generando 

tanto oxígeno singulete como un mecanismo tipo I como se ha reportado anteriormente 

(Cáceres, J., et al., 2017). 

Este mismo comportamiento se puede observar cuando el dd-TBO+ está encapsulado con el 

CB[7] y con el CB[8], con la diferencia de que, al estar encapsulado se degrada más lento el 

AMBA que al estar el dd-TBO+ solo, indicativo de una menor generación de oxígeno singulete 

con respecto al dd-TBO+ solo. 

Comparando la degradación del ABMA en la presencia de los macrociclos, es notable que con 

el CB[7] el ABMA se degrada en mayor cantidad que con el CB[8], como se puede apreciar en 

la Figura 35 y la Figura 36 respectivamente. Como ya se mencionó anteriormente, en el CB[8] 

entran dos moléculas del fotosensibilizador, por lo que se genera oxígeno singulete pero debido 

al autoapagamiento no se genera tanta cantidad como cuando el fotosensibilizador está 

formando un complejo de inclusión 1:1 con el CB[7]. En este caso se puede observar que al 

cabo de 30 min la degradación del ABMA causada por la generación del oxígeno singulete de 

la molécula sola y en CB[7] es la misma. Esto no sucede con el CB[8].  
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Figura 34. Fluorescencia normalizada del ABMA con dd-TBO+ irradiado con luz visible durante 30 min en 

solución amortiguadora 10 mM de pH 7. La línea azul representa el dd-TBO+ con FeCy; La línea roja el dd-TBO+ 

solo; y la línea verde el dd-TBO+ con NaN3. 

 

 
Figura 35. Fluorescencia normalizada del ABMA con dd-TBO+@CB[7] irradiado con luz visible durante 30 min 

en solución amortiguadora 10 mM de pH 7. La línea roja representa el dd-TBO+@CB[7] con FeCy; la línea verde 

el dd-TBO+@CB[7] solo; y la línea azul el dd-TBO+@CB[7] con NaN3. 
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Figura 36. Fluorescencia normalizada del ABMA con dd-TBO+@CB[8] irradiado con luz visible durante 30 min 

en solución amortiguadora de fosfato 10 mM de pH 7. Línea azul: dd-TBO+@CB[8] con FeCy; Línea roja:              

dd-TBO+@CB[8] solo; Línea verde: dd-TBO+@CB[8] con NaN3. 

 

3.5 Degradación de la Superóxido Dismutasa por el Proceso Fotosensibilizado del        

dd-TBO+ 

Para evaluar la degradación de la SOD por el proceso fotosensibilizado del dd-TBO+ se 

prepararon varias soluciones de SOD, a diferentes concentraciones como está descrito en la 

sección 2.9 Degradación de la Superóxido Dismutasa por el Proceso Fotosensibilizado del 

dd-TBO+, sola y con el derivado, en solución amortiguadora de fosfato 10 mM de pH 7. Para 

cada muestra preparada se sacó en un vial eppendorf 5 μL de la enzima sola, con el derivado 

antes y después de ser irradiado durante 30 min con luz blanca.  

La enzima utilizada fue la Superóxido dismutasa de eritrocitos bovino, esta tiene una masa 

molecular de 32.5 kDa y es una proteína homodimérica con dos subunidades de 16.3 kDa 

(Superoxide Dismutase (S7571) - Datasheet). 

3.5.1 Electroforesis de la Superóxido Dismutasa. 

Para determinar la degradación de la SOD se hicieron varios geles de poliacrilamida con 

distintas concentraciones de SOD y dd-TBO+. Primeramente, se realizó un gel no reductor al 8 
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%, en esta condición se evaluó si la intensidad de radiación con luz blanca tendría un efecto 

sobre la SOD. Como se puede observar en la Figura 37, los pesos moleculares de la SOD 

irradiada y sin irradiar son los mismos, esto quiere decir que la radiación sola no es suficiente 

para causar algún efecto sobre la enzima. Sin embargo, los pesos moleculares que se observan 

son cercanos a 100 kDa, es decir que la enzima está formando agregados. 

 

Figura 37. Gel de poliacrilamida no reductor al 8 % con SOD (25 μM) a 0 y 30 min de irradiación. 

 

Una vez visto la SOD en condiciones no reductoras, se opta por probar las condiciones 

reductoras y se utiliza el dd-TBO+ a 2.5 μM en donde el homodímero se fragmenta en las 

subunidades de 16.3 kDa como se muestra en la Figura 38, donde se ve la última banda, que 

corresponde a la SOD con el dd-TBO+ a 30 min de irradiación. Ligeramente por debajo de las 

otras dos. Esto es indicativo de que la enzima se puede estar degradando. Sin embargo, la tinción 

con Coomassie no es lo suficientemente sensible para ver los cambios mínimos que sufre la 

enzima, La tinción con azul de Coomassie R-250 puede detectar una banda de 0.5 μg/cm2 de 
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proteína presente en una matriz de gel (Thermo Scientific™ Pierce™ Coomassie Brilliant Blue 

Dyes Colorantes para teñir geles de proteínas, s.f.).  

 

Figura 38. Gel de poliacrilamida reductor al 8 % con SOD (25 μM) sin irradiar, y SOD con dd-TBO+ a 0 y 30 min 

de irradiación. 

 

También se realizaron geles disminuyendo la concentración de la enzima, se probó a 10 µM 

(Figura 39), concentración que está presente en el cuerpo humano, y se disminuyó más la 

concentración a 2.5 µM (Figura 40). Sin embargo, no se notan cambios notables en el gel y 

nuevamente se ven las masas moleculares cerca de los 15 kDa. 
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Figura 39. Gel de poliacrilamida reductor al 12 % con SOD (10 μM) sin irradiar, y SOD con dd-TBO+ a 0 y 30 

min de irradiación. 

 

 

Figura 40. Gel de poliacrilamida reductor al 12 % con SOD (2.5 μM) sin irradiar, y SOD con dd-TBO+ a 0 y 30 

min de irradiación. 
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Debido a que no se notaron cambios en los geles, se optó por disminuir aún más la concentración 

de la SOD, a 0.5 μM y aumentar la concentración del dd-TBO+ a 6 μM. En la Figura 41 se 

puede ver una pequeña variación en la última banda de la SOD con el dd-TBO+ luego de 30 min 

de irradiación, con respeto a las demás. Pero como ya se mencionó, puede ser que haya 

fragmentación, pero la tinción con Coomassie R-250 no lo revele debido al rango de 

concentración para el que éste es sensible.  

 

 

Figura 41. Gel de poliacrilamida reductor al 12 % con SOD (0.5 μM) sin irradiar, y SOD con dd-TBO+ a 0 y 30 

min de irradiación. 
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Capítulo IV. 

Conclusiones 
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● El derivado doblemente desmetilado, dd-TBO+ es fácil de sintetizar fotoquímicamente, 

ya se demostró que al irradiar durante 3 horas es el producto mayoritario de la 

fotodegradación de la molécula madre Azul de Toluidina. 

● Se pudo evidenciar la encapsulación en los macrociclos CB[7] y CB[8] por medio de 

espectroscopía UV-Vis, Fluorescencia y se verificó por espectrometría de masas. Por 

esta última técnica utilizada se evidenció que el derivado doblemente desmetilado         

dd-TBO+ forma complejos de inclusión 1:1 con el CB[7], el cual tiene una constante de 

asociación alta, de 2.056×107 M-1, obtenida del software Scientist. También se demostró 

por espectrometría de masas que el dd-TBO+ con el CB[8] forma complejos de inclusión 

2:1. 

● El dd-TBO+ genera mayor cantidad de oxígeno singulete que la molécula madre TBO+. 

Cuando el dd-TBO+ es encapsulado en CB[7] este genera oxígeno singulete, y se protege 

de la fotodegradación. Sin embargo, cuando es encapsulado en CB[8] la formación de 

oxígeno singulete es menor.  

● El fotosensibilizador sigue teniendo mecanismos de Tipo I y Tipo II, pero es 

predominante el mecanismo Tipo II.  

● Los procesos fotosensibilizados por el derivado pueden degradar la enzima SOD, sin 

embargo, se necesitan pruebas más sensibles para determinar en qué magnitud lo hace.  

● Se optimizaron las condiciones de la síntesis del fotosensibilizador, de su encapsulación 

en los macrociclos CB[7] y CB[8], de la generación del oxígeno singulete y aquellas 

condiciones utilizadas para evaluar su efecto con la SOD.  
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Recomendaciones 

● Para la purificación del Azul de Toluidina usar una columna más grande para poder 

colocar mayor cantidad de muestra. Adicional a esto, recuperar las fracciones por 

gravedad, sin hacer uso de presión para lograr una mejor separación de estas.  

● Otra recomendación, para determinar la constante de asociación, es hacer los primeros 

puntos de la curva a concentraciones cercanas, ir de 0.5 en 0.5 μM del macrociclo CB[7] 

hasta una concentración de 5 μM, y luego de 5 en 5 μM hasta 15 μM. 

● Para los experimentos realizados con el fotosensibilizador dd-TBO+ en vez de irradiar 

con luz blanca, se puede irradiar con luz ámbar, ya que la longitud de onda de esta luz 

es 595 nm, el cual coincide con la longitud de onda máxima para el derivado doblemente 

desmetilado, y al irradiar en el máximo se puede tener más certeza de la capacidad de 

generación de oxígeno singulete.  

● En cuanto a la evaluación del proceso fotosensibilizado de dd-TBO+ hacia la enzima 

Superóxido Dismutasa, se puede usar menor concentración y revelar los geles de 

electroforesis con tinción con plata. Adicionalmente, se puede inyectar por infusión 

directa la SOD inicialmente, cuando se le añade el fotosensibilizador, y luego de ser 

irradiada para una mejor determinación de degradación por masas en un equipo de 

espectrometría de masas de mayor resolución.  
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