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Objetivos.

La absorcion de radiacion electromagnética por parte de una molécula conduce a la
formacion de especies electronicamente excitadas. 4 Existen numerosas vias de
desactivacion de estos estados excitados, algunas de las cuales implican cambios quimicos
en la molécula y otras no. En aquellos casos en los cuales el exceso de energia presente en
la molécula excitada se utiliza para promover una reaccion quimica, se habla de un proceso
fotoquimicogPor el contrario, los casos donde no ocurren cambios quimicos en la molécula
son denominados procesos fotofisicos.

Las pterinas son una familia de compuestos organicos heterociclicos que estan
ampliamente distribuidos en los sistemas bioldgicos, desempefiando diversas funciones que
se expondran en detalle mas adelantegMuchos de estos procesos son desencadenados por
la luz, y han sido descriptos tanto en bacterias como en eucariotas.

Es evidente que el conocimiento de las propiedades fotofisicas y fotoquimicas de
las pterinas y compuestos relacionados permite una mejor comprension de las reacciones
fotoquimicas y de los procesos en los que participan. En los ultimos afios, hubo un notable
interés sobre el estudio de las propiedades fisicoquimicas de estos compuestos, y se puede
apreciar un marcado incremento de la informacion, publicada en literatura, acerca de sus
propiedades fotoquimicas y fotofisicas. Sin embargo, todavia es necesario profundizar aun
mas en este sentido y seguir investigando, para poder establecer reglas generales en cuanto
al comportamiento fisicoquimico general de las pterinas, y poder comprender con mayor
detalle los procesos fotobioldgicos en los que estan involucrados.

En este trabajo se presenta un estudio in vitro de las propiedades fotofisicas y
fotoquimicas de un grupo de derivados pterinicos en solucion acuosa, 7 su dependencia
con el pHy En particular, se opté por investigar el comportamiento que presentan estos
compuestos al ser irradiados con luz UV-A (320-400 nm). Se utilizé este tipo de radiacion
UV porque es el tipo de radiacion, proveniente del sol, que llega en mayor proporcion a la
superficie terrestre. Esto tiene una gran importancia desde el punto de vista fotobiologico y

biomédico. Por otro lado, estos compuestos no absorben luz visible (400-700 nm), o lo
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hacen en muy baja proporcion, y, por ende, son estables o muy poco sensibles a este tipo
de radiacion electromagnética. A continuacidn se mencionan los objetivos particulares:
& Andlisis espectroscopico: Andlisis de los espectros de absorciong Estudio de los
equilibrios acido-base involucrados en el rango de pH comprendido entre 4 y 13. Estudio
de las propiedades de los estados excitados a partir del anélisis de los espectros de emision
y excitacion. Determinacion de los rendimientos cuanticos de fluorescencia y de los
tiempos de vida de fluorescenciag Andlisis de la influencia del pH sobre la emision
fluorescente.
& Estudio de procesos de quenching de fluorescencia, Evaluacion del efecto de
diferentes aniones, sobre la emision de las pterinase Determinacion de constantes &
dy\ quenching. Estudio del efecto del pH sobre estos fendmenos.
& Oxigeno singlete. Estudio de la capacidad de las pterinas para generar oxigeno
singlete a partir de procesos de transferencia de energiag Determinacion de rendimientos
cuanticos de produccion de oxigeno singlete Y estudio del efecto del pHy Analisis de la
capacidad de las pterinas para desactivar y/o reaccionar con oxigeno singlete.
Determinacion de las constantes de velocidad de quenching total y quenching quimico.
& Estudio de fotdlisis de pterinas. ldentificacion de fotoproductos, evaluacion de la
influencia del pHgq Se investigd la participacion del O, disuelto en el medio, en las
reacciones quimicas estudiadasg Se estudio la capacidad que tienen las pterinas de generar
fotoquimicamente peroxido de hidrogeno, Se determinaron los rendimientos cuanticos de
los distintos procesos fotoquimicos detectadosg Se investigé el rol del oxigeno singlete e

A~ el mecanismo de las reacciones.
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Estructura y diseiio del trabajo de tesis.

El presente trabajo de Tesis doctoral esta dividido en tres partes, cada una de las
cuales contiene varios capitulos:
@ Parte I: Introduccion. Esta parte esta compuesta por cuatro capitulos introductorios: el
primero incluye un breve desarrollo acerca de los conceptos elementales de fotofisica y
fotoquimica, necesarios para una fécil lectura y correcta interpretacion de este trabajo; el
capitulo 2 incluye, ademas de la nomenclatura necesaria para nombrar a los compuestos
estudiados, informacion quimica basica sobre los mismos; el capitulo 3 consiste en un
resumen de toda la informacion relevante accesible en literatura acerca de los diferentes
procesos fotobioldgicos y de fotosensibilizacion en los que participan las pterinas; y en el
cuarto capitulo se describen las principales caracteristicas fotofisicas y fotoquimicas de
algunos derivados pterinicos publicadas en la literatura.
&  Parte IlI: Materiales y métodos experimentales. En esta parte, se detallan todas las
técnicas experimentales empleadas en este trabajo, junto con el desarrollo de las
ecuaciones necesarias para analizar e interpretar los resultados que de cada una de ellas
derivan. En el capitulo 5 se hace una descripcion de las diferentes técnicas de
espectroscopia electronica utilizadas, en particular, de absorcion y emision. En el capitulo
6 se describe la metodologia empleada para el estudio de quenching de tluorescencia. En el
capitulo 7 se hace referencia a las diferentes técnicas utilizadas para la deteccion y
cuantificacion de diferentes especies reactivas, en particular, oxigeno singlete y peroxido
de hidrogeno. También se describe la metodologia empleada para el estudio de la
reactividad de estas especies reactivas del oxigeno con las pterinas. En el capitulo 8 se
presentan todos los detalles y condiciones experimentales bajo las cuales se realizaron los
experimentos de irradiacioén continua con luz UV-A. Asimismo se explica la metodologia
empleada para la determinacion de los rendimientos cuanticos de degradacion de las
pterinas estudiadas. También se presentan todas las técnicas analiticas mediante las cuales
se analizaron las soluciones irradiadas.
@ Parte III: Resultados. Esta parte contiene un primer capitulo donde se exponen los
resultados del analisis de los espectros de absorcion y de las titulaciones
espectrofotométricas de cada uno de los compuestos estudiadosgAsimismo se presentan los

correspondientes valores de las constantes de ionizacion obtenidos. El capitulo 10 resume
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los principales resultados del analisis espectrofluorométrico: espectros de emision,
rendimientos cuanticos de fluorescencia, tiempos de vida de fluorescencia, espectros de
excitacion y curvas de titulacion espectrofluorométricas. En el capitulo 11 se exponen los
resultados del estudio de los procesos de quenching de emision de 6-hidroximetilpterina
(HPT), 6-metilpterina (MPT) y 6,7-dimetilpterina (DPT), por diferentes aniones. En el
capitulo 12 se presentan los rendimientos cudnticos de formacion de oxigeno singlete de
HPT, MPT, DPT y acido N-metil folico (MAF), junto con los valores de las constantes de
quenching total. En el capitulo siguiente, se exponen los resultados del estudio de la
reactividad quimica del oxigeno singlete con algunos derivados pterinicos, en particular,
HPT, MPT, DPT, MAF, pterina (PT) y acido félico (AF). Los resultados del estudio
fotoquimico propiamente dicho se exponen en los ultimos cuatro capitulos de la Parte III.
Se presentan los resultados de la fotdlisis de tres derivados pterinicos (HPT, PT y MPT) en
diferentes condiciones de pH.

Por ultimo, pueden citarse ciertas caracteristicas que se repiten a lo largo del
trabajo. Al principio de cada capitulo, por ejemplo, existe una breve introduccion que
presenta los temas que se van a desarrollar. Finalmente, todos los capitulos de la Parte II1
donde se exponen resultados experimentales tienen una uGltima seccidon en la cual se
resumen dichos resultados e incluyen las conclusiones mas importantes que pueden

deducirse a partir de ellos.



PARTE I: INTRODUCCION
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| Capitulo 1
I

INTRODUCCION

1.1 Introduccion a la fotofisica y fotoquimica.

La absorcion de radiacion electromagnética por una molécula conduce a su
excitacion desde un estado cuantico de menor energia a otro de mayor energia. Una
molécula en estado electronico excitado se encuentra en una situacidn muy inestable
respecto de su estado basal; por lo tanto, puede perder el exceso de energia siguiendo
diversos caminos. Estas vias, de acuerdo al resultado final, se pueden dividir en dos
grupos: Procesos fotoquimicos o Procesos fotofisicos. En el caso en que la molécula sufra
una transformacion quimica, entonces el camino elegido es fotoquimico; de lo contrario, si
permanece quimicamente inalterada, y se desactiva mediante alguna forma fisica, el

camino elegido es fotofisico.

1.1.1 Procesos fotofisicos.

Existen muchos caminos de desexcitacion fisica posibles, y el mas favorable
dependera de cada tipo de molécula y de la naturaleza del estado electronico involucrado.
Estas vias de desexcitacion suelen ser muy rapidas y pueden clasificarse en las siguientes
categorias:

Transiciones radiativas: la molécula excitada emite radiacion electromagnética
para retornar al estado de menor energia. La cantidad de energia emitida es menor (de
mayor longitud de onda) que la utilizada para crear ¢l estado excitado.

Transiciones no radiativas: un estado previamente excitado se convierte en otro, sin
emision de radiacion, por transferencia intramolecular de energia.

Procesos de quenching fisico: involucra la transferencia de energia de la molécula
inicialmente excitada a otras moléculas que se encuentran en contacto con la primera.

Cada uno de estos tipos de desactivacion fisica, incluye diferentes procesos. En la

figura 1.1 se presenta un diagrama de Jablonski, que representa las transiciones radiativas y
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no radiativas en un esquema simplificado de niveles de energia. En este esquema las
transiciones se representan con flechas y los niveles vibracionales asociados a cada estado
se representan con lineas horizontales.

La mayoria de las moléculas organicas presentan un estado electrénico basal
singlete, representado por el simbolo Sy. La absorcién de radiacion electromagnética
promueve un electron a un orbital de mayor energia. Si no ocurre cambio de spin, el estado
electronico excitado alcanzado continua siendo un singlete, representado ahora por S;. Si,
por el contrario, ocurre un cambio de spin el estado electroénico alcanzado sera un triplete,
representado por T;. En un proceso de excitacidn electronica existe una preferencia sobre
la conservacion del spin, por ello las bandas de absorcién mas intensas en un espectro
corresponden a transiciones del tipo Sy — S,. Por el contrario, las transiciones Sq — T
estan “prohibidas por spin”, y, aunque ocurren, son transiciones muy débiles. A pesar de
no estar representados en el diagrama, existen estados excitados de mayor energia a los
descriptos, tanto singletes como tripletes. Usualmente la excitacién al primer estado
excitado es el proceso mas favorable, sin embargo, muchas moléculas presentan

transiciones Sg — S,.

VR

Absorcién —
Activacion térmica

Fluorescencia

Fosforescencia

SO SI T|

Figura 1.1: Diagrama de Jablonski, donde ISC’ =T, > §, ISC yISC” =T, > §,ISC
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El diagrama de Jablonski puede utilizarse para representar todas las transiciones
posibles que pueden ocurrir entre niveles de diferente energia de una molécula.
Usualmente se representan las transiciones que involucran absorcion o emision de energia
electromagnética con flechas rectas, mientras que las transiciones no radiativas con flechas
onduladas. Las transiciones radiativas son “transiciones verticales” e involucran un cambio
en la energia total de la molécula, debido a la absorcion o la emision de un foton. Las
transiciones no radiativas son “transiciones horizontales™ que involucran conversiones de
un estado a otro, sin cambio de energia en la molécula. Las conversiones pueden ser entre
estados de igual multiplicidad, denominandose conversion interna (IC), o de distinta
multiplicidad, denominandose cruzamiento intersistemas (ISC). Las transiciones
horizontales entre estados, por conversion interna o cruzamiento intersistemas, dejan a la
molécula con un exceso de energia vibracional. En solucién esta energia es rapidamente
removida por colisiones con moléculas del solvente, en un proceso denominado relajacion
vibracional (VR).

Los procesos radiativos son la fluorescencia y la fosforescencia. En ambos
fenomenos las moléculas que han absorbido radiacion emiten luz. La emisiéon se denomina
Sfluorescencia si la emision ocurre desde un estado electronico de igual multiplicidad de
spin que el estado final, siendo asi una transicion fuertemente permitida y por lo tanto muy
rapida. Por otro lado, la emisiéon conocida como fosforescencia es una transicion entre
estados de diferente multiplicidad de spin, es decir, una transicion teéricamente prohibida.
Sin embargo, la transicion puede ocurrir, pero generalmente es de menor intensidad y
ocurre mas lentamente. Las propiedades de la luz emitida pueden evaluarse
experimentalmente para revelar detalles de la naturaleza y el comportamiento de los
estados excitados.

Los procesos de quenching fisico son otro grupo de procesos de desexcitacion
fisica, que no estan representados en el diagrama de Jablonski de la figura 1.1. Cuando en
el medio se encuentra otra molécula capaz de interactuar con el estado excitado, aparece un
nuevo camino de desactivacion que compite con los descriptos anteriormenteg Esta
segunda molécula se conoce usualmente como quencher 6/ desactivador. En presencia de
un quencher una cantidad de moléculas excitadas puede interaccionar con éste, y
desactivarse sin emision de radiaciong Este fenémeno involucra generalmente la

transferencia de energia de la molécula excitada a otra molécula en una colision.
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Consecuentemente, la intensidad de la radiacion se reduce en una cantidad dependiente de
la concentracion del quencher y de la eficiencia del proceso de quenching. Adicionalmente
la presencia del quencher aumenta la velocidad del decaimiento de la emision. Asi medidas
de la intensidad de la emision y su dependencia en el tiempo proveen informacion de las

velocidades de reaccion entre la molécula excitada y el quencher“].

1.1.2 Procesos fotoquimicos.

El exceso de energia presente en una molécula en un estado electronicamente
excitado puede emplearse para promover una reaccion quimica; existira, en este caso, una
reaccion fotoquimica. Este hecho puede ocurrir por mecanismos muy diferentes; por
ejemplo, la energia puede ser usada para romper una unién quimica, para superar una
energia de activacion, etc. Queda claro que la quimica de una molécula en un estado
excitado puede ser muy diferente a la quimica de esa misma molécula en su estado basal.

De acuerdo al tipo de transformacion quimica, las reacciones fotoquimicas pueden
clasificarse en distintas categorias representadas esquematicamente en la figura 1.2:

(i) Reacciones de disociacion: en este tipo de proceso, la energia de la radiacion debe ser
suficiente para producir la ruptura de un enlace, que conduce a la fragmentacion de la
molécula excitada.

(ii) Reacciones o procesos intermoleculares: la excitacion de una molécula favorece la
reaccion con una segunda molécula, lo cual no es posible para el estado electronico
fundamental. En estos procesos se incluyen reacciones directas entre la molécula excitada
y una segunda molécula, como asi también procesos de transferencia de electrones entre
ambas moléculas.

(iii) Procesos intramoleculares: una parte de una molécula en estado excitado interacciona
con otra parte de la misma molécula. Este tipo de procesos conduce a cambios
estructurales de la molécula o procesos de isomerizacion. Un ejemplo de este tipo de
proceso es la isomerizacion E-Z (cis-trans) donde un doble enlace en el estado
fundamental, se convierte, en el estado excitado, esencialmente en un simple enlace. De

esta manera la molécula en dicho estado excitado presenta la posibilidad de una libre
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rotacion alrededor del simple enlace y, consecuentemente, la isomerizacion se ve
favorecida.

(iv) Procesos de ionizacion: la energia de la radiacion produce la separacion de un electron
y, por ende, la ionizacion de la molécula excitada. Estos procesos presentan cierta similitud
con los descriptos en (i), con la diferencia que, en lugar de producirse dos fragmentos
neutros, aqui se genera un i6n y un electron. La molécula ionizada posteriormente sufre

una transformacién quimica; por ejemplo, por reaccion con otra molécula.

A+B
Disociacion
AE + B o ABE
(i) Reaccioén directa

AB* + E-0o AB-+ E+
Transferencia de carga

(ii)

(i)

(iv)
BA
Isomerizacion
AB* + e
lonizacion

Figura 1.2: Esquema de algunas de las vias de desactivacion quimica del estado excitado de una

molécula AB.

1.2  Especies Reactivas de Oxigeno.

El oxigeno es el elemento mas abundante sobre la corteza terrestre, principalmente
en su forma de molécula diatdbmica gaseosa (O,), constituyendo el 21 % en volumen del
aire secog Por ello su presencia es casi inevitable en cualquier sistema de reaccion!’} Es
uno de los elementos mas importantes desde el punto de vista biologico debido a que BB

pﬂ/} reacciones en las que participa el O; proveen la fuerza termodinamica necesaria para #
J_Q metabolismo de todos los organismos superiores.

Sin embargo, los organismos aerdbicos expuestos a concentraciones de O,

superiores a 21% pueden suffir serias lesionesgEste efecto toxico ha sido demostrado en

plantas, animales y microorganismosg Por ejemplo, la exposicion de un humano adulto
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frente a 1 atm de presion de O; puro, durante 6 horas provoca dolores en el torax, tos e
irritacion en la garganta; y en caso de exposiciones prolongadas, se producen darfios en los
alvéolos pulmonaresg LLos efectos nocivos del O, en los organismos aerdbicos varian
considerablemente con el tipo de organismo estudiado, edad, estadio fisiologico, y dieta.

Las primeras teorias desarrolladas para explicar la toxicidad del O, postulaban que
el O, actuaba como inhibidor de ciertas enzimasg alterando asi el metabolismo.
Actualmente se sabe que la elevada concentracion de O, favorece la formacion de otras
especies derivadas del mismo, con caracter mucho mas oxidante, Estas especies son las
que actualmente se conocen como Especies Reactivas de Oxigeno @ simplemente ERO.
Este es un término que no solo incluye las especies radicalarias derivadas del O, (anién
superoxido (O;7) y radical hidroxilo (OHY)), sino también a especies no radicalarias
derivadas del O, como peréxido de hidrégeno (H,0,), oxigeno singlete (‘0,), 4cido
hipocloroso (HOCl) y ozono (O3)g Cabe aclarar que, el término Reactivo es un término
relativo, ya que el O, y el H,O, poseen, en soluciones acuosasg una reactividad mucho
menor comparados especialmente con el radical OH'.

En este capitulo se hard una breve discusion respecto de las caracteristicas
generales de la molécula de O, y de las especies reactivas derivadas del mismo, que

puedan ser relevantes en las distintas reacciones en las que participan.

1.2.1. Importancia de las especies reactivas de oxigeno en sistemas biolégicos.

Las ERO se generan constantemente in vivo )” participan en innumerables
reacciones de oxidacion de un elevado nimero de biomoléculas. Este tipo de reacciones
pueden ser beneficiosas 0/ perjudiciales para los sistemas vivose/n vivo, las ERO pueden
producirse de manera accidental® en procesos de Oxido-reduccion incompletos, { en
diferentes procesos fotofisicos y fotoquimicos, como por ejemplog la produccién
fotoquimica de oxigeno singlete ('0,), la generacion de O;” por mecanismos de
transferencia de electrones desde los estados electronicamente excitados de diferentes
compuestos organicos al O,, también por oxidacién de fotoproductos reducidosglLas ERO

también pueden generarse de manera deliberada,Yparticipar asi en reacciones y procesos

necesarios para la célula.
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In vivo, existen numerosas moléculas como a-tocoferol, acido ascorbico (Vitamina
@ y glutation reducido, capaces de secuestrar estas ERO, Por otro lado, los sistemas vivos
han desarrollado mecanismos enzimaticos de defensa antioxidante, para disminuir los
dafios producidos por las EROg Entre las enzimas mas importantes estan la superéxido
dismutasa, catalasa ¥ glutation peroxidasas Un gran numero de experimentos han
demostrado que estas enzimas son esenciales para la vidal®!.

Todos estos mecanismos de defensa antioxidantey estan en equilibrio con los
procesos de generacion de ERO in vivo, Cuando existe una alteracion de este equilibrio en
favor de la formacion de ERO, el resultado es lo que se conoce como estrés oxidativogla
mayoria de los organismos aerdbicos pueden tolerar un leve estrés oxidativo, para lo cual
incrementan la sintesis de las enzimas del sistema de defensa antioxidanteg Sin embargo,
un severo estrés oxidativo puede producir serias alteraciones? dafios en las hebras &8l
ADN, dafios en los transportadores de iones de membrana u otras proteinas especificas,

etc!>),

1.3.  Oxigeno singlete

Su alto contenido energético, su gran reactividad Y sus estados excitados, de
relativamente baja energiaghacen al O, una especie muy importante desde el punto de vista
fotoquimicog Para entender la reactividad quimica del O, es necesario conocer su
estructura electronicag Sobre la base de la teoria de orbitales moleculares (OM) se puede
construir un diagrama para el estado basal del O,, que posee 16 electrones (figura 1.3). Bl

LCL configuracion resultante es (615)° (6*15)° (025) (6%25) (ozp)2 (7r2p)4 (n*gp)z, Esto da =

,‘)) estados electronicos correspondientes a tres arreglos posibles para los electrones.

11
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2P, 2Py 2P\

Ener&ia

Energia

s Vel

Figura 1.3: Diagrama de orbitales moleculares (OM) del O,, construido a partir de la combinacién
lineal de los orbitales atémicos (OA) del oxigeno. a) Configuracién del estado triplete basal (*Z). b)

Configuracién del primer estado excitado singlete ('A,)"*!.

El estado basal del O, es un triplete (*Z7), paramagnéticoq debido a sus dos
electrones no apareadosg Los dos estados electronicamente excitados energéticamente mas
proximos son singletes, cuyas notaciones espectroscopicas son 'Ag y 12;. En la figura 1.3
se muestran las configuraciones electrénicas detalladas de los estados 2 y 'Ag. Por otro
lado, en la figura 1.4 puede apreciarse el diagrama de energia para el O,. De los dos
mencionados estados excitados sélo el de menor energia (lAg) parece jugar un papel
significativo en reacciones en solucién y es este estado al cual se denomina comiinmente
oxigeno singlete o, simplemente, 'O,. Se encuentra a 22,5 Kcal/mol sobre el estado basal.

El estado de mayor energia ('Z,;), por su parteg se desactiva tan rapidamente al 'Ag que no

tiene chances de participar en reacciones!”).

12
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E (Kcal/mol)
37 Estado excitado 'st,
singlete
Rapido
22 Estado excitado ’ 'A,
singlete
Lento
0 Estado basal %
triplete

Figura 1.4: Diagrama de energia para el O,.

La configuracion electronica del oxigeno en estado basal (*O,) le confiere a esta
molécula caracteristicas propias de un dirradicaly Por lo tanto, esta especie reacciona
rapidamente con diferentes compuestos de naturaleza radicalariag Por su parte. el 'O, ('Ag)
es una especie no radicalaria, muy electrofilicag Esta especie reacciona con compuestos que
presentan una multiplicidad de spin igual a 1, Y con compuestos “ricos™ en electrones, sin
la necesidad de formacién de intermediarios radicalarioss El 'O, tiene la capacidad %
atacar rapidamente a los compuestos organicos; Y es alrededor de 1000 veces mas reactivo
que el 0,. Esta mayor reactividad se debe simplemente a que numerosas sustancias con
las que reacciona se encuentran en estado basal singleteg entonces la reaccion es singlete-

singletg mas probable que una reaccion triplete-singlete, como deberia ser con el 30,.

1.3.1. Mecanismos de formaci(’)anosibles destinos del oxigeno singlete.

El 'O, puede generarse por diferentes vias: quimicas, enzimaticas y fotoquimicas.
Los mecanismos quimicos de generacién de 'O, implican una reaccion quimica en la cual
uno de los productos es el O; electronicamente excitado. Uno de los ejemplos mejor
conocidos es la reaccion del NaClO con H202[°]. También se han encontrado reacciones in

vivo que producen O,, como, por ejemplo, la oxidacion del i6n superdxido o sistemas
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enzimaticos capaces de generarlo.

La generacion fotoquimica de '0, consiste en la transferencia de energia al O,
desde una molécula electronicamente excitada debido a la absorcion de un cuanto de luz,
denominada comunmente sensibilizador. Como consecuencia de esta transferencia se
regenera el sensibilizador en su estado basal y el O, queda en su estado excitado singlete.
Este mecanismo se encuadra dentro de los denominados procesos fotosensibilizados, cuya
explicacion detallada se dard mas adelante en este mismo capitulo.

Este proceso se encuentra representado en el esquema de la figura 1.5. En general,
cuando el sensibilizador ('Sens) es una molécula organica, la absorcién de luz genera un
estado excitado singlete (ISens*), el cual, mediante cruzamiento intersistemas, genera
cierta proporcién de moléculas en estado triplete (*Sens*) de mayor tiempo de vida. Es este
estado triplete del sensibilizador el que tiene la capacidad de transferir su energia hacia el
%0,

El 'O, asi formado, puede desactivarse por dos vias diferentes: en forma no
radiativa (por transferencia de energia al solvente), o radiativa (emitiendo luz). En
general, la velocidad de la via de desactivacién radiativa, es mucho menor que la
correspondiente a la via no radiativa (kq >> k., ver figura 1.5). Si alguna sustancia (Q) en el
medio es capaz de atrapar al '0,, es decir, de actuar como desactivador (quencher) del '0,.
las posibilidades de quenching quimico o fisico deben considerarse. El quenching fisico
puede ocurrir principalmente por dos mecanismos: transferencia de energia o transferencia
de carga. El primer mecanismo es exactamente el camino inverso a la produccion
fotosensibilizada de '0,, y ocurre facilmente si esta presente una molécula cuya energia de
excitacion al triplete sea menor que la del oxigeno. Un ejemplo de este mecanismo puede
observarse en presencia de carotenos, que tienen un papel muy importante protegiendo del
dafio fotooxidativo a los sistemas fotosintéticos. El segundo mecanismo ocurre en
presencia de moléculas ricas en electrones y parece ocurrir por una transferencia de cargas
parcial. Por altimo, el quenching quimico consiste en la reaccién quimica del '0, con un

sustrato (quencher), produciéndose la oxidacion del mismo.
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30,
A
k
QA Producto
Sustrato
v 30, k.
Sens———— 'Sens 3Sens —— Sens + '0,

o, S

., fosforescencia
desactivacion

(solvente) | kg ke

\ 30, + hv (1270 nm)

Figura 1.5: Generacién fotoquimica de 'O, y posibles destinos del mismo. O, es el oxigeno molecular
en su estado basal. Sens, 'Sens y *Sens representan al sensibilizador en su estado basal, en un estado

singlete excitado y en un estado triplete excitado, respectivamente. Q representa a un quencher.

Este conjunto de procesos es de particular importancia en los sistemas bioldgicos
por varias razones. En primer lugar, en los mismos existen diversas sustancias capaces de
generar 'O, fotoquimicamente, entre las que se encuentran las porfirinas, flavinas,

24 - Ademas estas moléculas

feofitinas, mioglobinas, distintos colorantes sintéticos, etc.
pueden ser excitadas mediante luz visible y luz UV del tipo UV-A o UV-B; es decir, que
pueden excitarse por exposicion a la luz solar. En consecuencia, in vivo, pueden ocurrir
ey ey ., 1 ..
procesos de fotosensibilizacion en los cuales se genere O, y, por consiguiente, las

biomoléculas resulten oxidadas!””.

1.3.2. Reacciones en las que participa el oxigeno singlete.

Existe una gran variedad de reacciones en las que participa el 'O,, entre las cuales
pueden destacarse las siguientes: cicloadiciones [4 + 2] con 1,3-dienos para formar
endoperoxidos, cicloadiciones [2 + 2] con compuestos que presentan dobles enlaces
aislados para formar los correspondientes dioxoetanos y otro tipo de ataque a dobles
enlaces aislados en los cuales se generan hidroperoxidos. Estos tipos de reacciones se

esquematizan en la figura 1.6. En todas estas reacciones los productos primarios formados
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pueden sufrir reordenamientos para dar una amplia gama de productos oxidados estables.

El 'O, reacciona in vitro con macromoléculas de fundamental importancia para los seres

[10]

vivos' . Estas reacciones pueden ocurrir in vivo produciendo la oxidacion de distintas

biomoléculas, lo cual causa dafios a los tejidos y muerte celular al afectar estructuras

subcelulares> #7811,

0
| —— [ w

2B ©
— = [ ?
X o)
! 1
2~ '0, 2 r\(l) (c)
3 - = ) l 0

H H/

Figura 1.6: Reacciones tipicas del 'O,: (a) cicloadicién |2 + 2], (b) cicloadicion [2 + 4], (¢) adicién 1,3-

eno.

Existen numerosas publicaciones relacionadas con el estudio de la reactividad del
'0, frente a distintas biomoléculasg En ellas, las purinas son compuestos heterociclicos
relacionados estructuralmente con las pterinas y por ello se hara un breve resumen de los
antecedentes en el tema. En el esquema de la figura 1.7 se muestran las reacciones tipicas
de los derivados de la guanina!'?. Las dos vias corresponden a adiciones [2 + 2] y [2 + 4].
mencionadas anteriormente. En la mayoria de los trabajos publicados se describe, ademas,

la formacion de una gran variedad de productos, que derivan de la ruptura y apertura de los

anillos de purina.
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Figura 1.7: Reacciones tipicas del 'O, con derivados de la guanina.

Debido a que las pterinas, tal como se explicara en el préximo capitulo, poseen
grupos aminos, es interesante detenerse en las reacciones entre estos grupos funcionales y
el '0,. Se sabe que las aminas son capaces de desactivar '0, mediante mecanismos de
transferencia de electrones!'”). En la literatura se ha propuesto un mecanismo para este tipo
de reacciones con aminas primarias y secundarias!'*!. El esquema de la figura 1.8 muestra
las principales etapas, en donde se observa que el ataque del 'O, al nitrégeno transforma la
amina (-CH,-NH-) en un intermediario imina (-CH=N-), y por ultimo, la hidrélisis de este
intermediario en solucién acuosa, produce la ruptura y oxidacion de la amina.

00"

N \ | Hidrdlisis

| 1 N
JCH—NH + o, — /CH—yH > HO, + C=N— —>

Figura 1.8: Reacciones tipicas del 'O, con aminas primarias y secundarias.

1.4. Anioén superéxido y peréxido de hidrogeno.
El anién superoxido, es un radical que puede ser generado por reduccion parcial del

O,, mediante la adicion de un tnico electron. Teniendo en cuenta el diagrama de orbitales

moleculares representado en la figura 1.3a, el electron adicional se aloja en el orbital
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antienlazante m*,p,. consecuentemente. el orden de enlace se reduce a 1.5 y por lo tanto, se
produce un alargamiento en la longitud del enlace O-O (1,21 A y 1,33 A longitud de enlace
del O; y del O,". respectivamente). El electron adicional introduce un cambio en la
multiplicidad de spin total de la molécula. En la molécula de O," solo existe un electron
desapareado. y esto le confiere una multiplicidad igual a 2°!.

Las principales formas de reaccionar que tiene el O,” se resumen en las siguientes

ecuaciones:
Reduccion O +X —» 0+ X (1)
Oxidacion Oy +X+2H ———» H,0,+ X" (2)
Desproporcionacion 20, +2H" —» H,0, + O, (3)

Las dos ultimas reacciones requieren la presencia de protones en el medio; por lo
tanto, la reactividad del O,” es muy diferente segin cuales sean las caracteristicas del
medio. En solventes no-proticos el O,” tiene una elevada reactividad, mientras que en
solventes proticos su reactividad es muy pequefia. En agua, el O, participa en el equilibrio
acido-base representado en la ecuaciéon 4. La protonacion del O,” genera otra especie

denominada radical hidroperéxido (HO,'), siendo esta especie es mucho mas reactiva que
el 0,723,

., bKa-438
O,"+H P —— HOy 4)

Teniendo en cuenta el valor de pKa observado para este equilibrio, podria
suponerse que el Oy es una base débil, pero en realidad su basicidad efectiva, en solventes
acuosos, es extremadamente alta. Esto se debe a que la especie HO, es removida

rapidamente del medio, por medio de la reaccion de desproporcionacion. Por lo tanto, el

O;" es capaz de desprotonar acidos relativamente débiles:

0;"+XH &&= HOy + X ——> 72H,0, + %0, + X (%)

Por otra parte, en los peroxidos, el par de atomos de oxigeno tiene dos electrones

adicionales comparado con el O,. Este par de electrones se localiza en los orbitales

18
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antienlazantes m*,, y hace que todos los electrones de estos orbitales estén apareados,
convirtiendo a los peroxidos en compuestos diamagnéticos. El peroxido de hidrogeno
(H,0,) puede obtenerse a partir de diferentes peroxidos iénicos. Cuando se disuelven en
agua las sales de los peroxidos i6nicos, se obtiene H,O,. En su forma pura, el H;O; es un
liquido incoloro y metaestable que posee propiedades fisicas similares a las del H,O. La
longitud del enlace O-O es igual a 1,47 A y posee cierta libertad de rotacion alrededor de
dicho enlace. El H,O, puro puede descomponerse violentamente para dar H;O y O, en

presencia de trazas de metales o superficies rugosas:

2H,0;, — 2H,0+ O, AH= -23,6Kcal/mol (6)

Como todos los peroxidos, HxO, es un buen oxidante que puede aceptar dos

electrones para dar OH™ en soluciones alcalinas, o H,O en soluciones acidas:

H,0, +2H" +2¢¢ ———> 2H,0 E°=1,77V (7)
HyO,+2¢ @ ——> 20H E°=0,87 V (8)

El H,O, también puede ser oxidada por un fuerte agente oxidante como permanganato,
para dar O;" u O,. El H,0O, es capaz de oxidar compuestos organicos, particularmente en
soluciones alcalinas. Algunas de las reacciones mas importantes en las que participan son
las reacciones de epoxidacion e hidroxilacion del alquenos, las oxidaciones de aminas y la
formaciéon de peroxiacidos e hidroperoxidos a partir de acidos carboxilicos y otros
compuestos organicos. La reactiviadad de H;0O, se incrementa por el agregado de

catalizadores, en particular aquellos que contienen metales de transicion.

1.4.1. Mecanismos de produccion y posibles destinos de O,y H,0, in vivo.

Los organismos aerobicos son capaces de producir O;” y HO,. Como se comento
anteriormente, estos procesos pueden clasificarse en dos grandes grupos!’!:
Produccion accidental: Esto involucra pequeiias “fugas” de electrones desde los diferentes
sistemas transportadores de electrones (cadenas transportadoras de electrones

mitocondriales, sistema citocromo p-450 microsomal, etc.), hacia el O, para generar O,".
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Por ejemplo, en la cadena transportadora de electrones mitocondrial, aproximadamente del
1 al 3% de los electrones escapan para formar O,". Por otra parte, O,” y H,O, pueden
generarse por procesos de oxidaciones no enzimaticas en los cuales, compuestos tales
como catecolaminas, tetrahidrofolatos, tetrahidrobiopterina y flavinas reducidas reaccionan
directamente con el O, para formar O,". Como se puntualizd anteriormente, tanto el Oy”
como H>O, pueden generarse fotoquimicamente. En efecto, O,” puede producirse en
mecanismos de transferencia de electrones desde moléculas electronicamente excitadas por
absorcion de luz hacia el O, presente en el medio. Por otro lado, ambas especies pueden ser
generadas en oxidaciones por O, de fotoproductos reducidos.

Sintesis deliberada: Aqui se incluye la produccion de O, y H,O, por fagocitos activados,
y de H>O, por muchas enzimas de tipo oxidasas (glicolato oxidasa) y en la oxidacién de los
acidos grasos en los peroxisomas. Existe evidencia que demuestra que el O,” también es
producido por otros tipos de células como los linfocitos y los fibroblastos.

Anteriormente se menciond que la reactividad del O,” depende fuertemente de la
naturaleza del medio en el que se encuentra. Ademas se mostré que la protonacion del O,”
genera otra especie, mucho mas reactiva (HOy). Sin embargo, es importante tener en
cuenta que, en condiciones fisiologicas de pH (pH 7,4) solo una pequeiia fraccion del O,”
se encuentra protonado. Existen numerosos ejemplos que ponen de manifiesto la diferencia
en reactividad de estas dos ERO (O, y HOy') con diferentes biomoléculas: por ejemplo,
HO; puede iniciar la peroxidacion de acidos grasos poliinsaturados, mientras la reactividad
del O;” en este caso es despreciable.

El H,O, por su parte, es muy poco reactivo en concentraciones por debajo de 1 pM,
mientras que a concentraciones mayores (>50uM) puede atacar varios componentes
celulares, y consecuentemente alterar el funcionamiento normal de las células. En el

capitulo 3, se describira un tipo de patologia de la piel denominada vitiligo, en la cual el

H,O, tiene un papel fundamental.
1.5. Fotobiologia y fotosensibilizacion.
La fotobiologia estudia los procesos fotofisicos y fotoquimicos que ocurren en

sistemas biologicos y sus consecuencias fisiologicas. Los fenémenos fotobioldgicos se
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inician, en general, por la absorcion de luz por determinada molécula que actia a modo de
antena. Este primer acontecimiento provoca un cambio quimico inicial que dispara una
serie de reacciones bioquimicas que conducen, a su vez, a una respuesta fisiologica celular
a la luz. Estos procesos, muchas veces, son complejos conjuntos de reacciones
fotoquimicas y térmicas que estan incluidos en la fisiologia normal de gran cantidad de
organismos vivos. Como ejemplos pueden mencionarse fendmenos tan importantes como
la fotosintesis, la captacion de luz por parte de o6rganos fotosensibles y los mecanismos de
defensa contra la radiacion ultravioleta proveniente del sol. Otras veces, los procesos
fotobiologicos son no deseados y aparecen involucrados en el desarrollo de patologias.

Un conjunto importante de reacciones involucradas en los procesos fotobioldgicos
son las reacciones de fotosensibilizacion. Se denomina fotosensibilizacion a todo proceso
por el cual una especie quimica sufre una alteracion fotoquimica o fotofisica como
resultado de la absorcion inicial de luz por otra especie quimica denominada
fotosensibilizador (o  simplemente  sensibilizador)!'”’.  Los  mecanismos de
fotosensibilizacién son muy importantes en los sistemas bioldgicos, ya que estan
involucrados en distintos procesos fotobioldgicos, muchos de ellos no deseados, relevantes
desde el punto de vista médico. El caso mas importante es, sin duda, la participacion de
reacciones fotosensibilizadas en la generacion de cancer de piel y en el desarrollo de otras
enfermedades cutaneas tales como el vitiligo.

Se ha demostrado que la radiacién solar es un agente genotéxico''?. La luz UV-A
(320-400 nm) representa aproximadamente el 95% de la radiaciéon UV proveniente del sol
que incide sobre el hombre y se ha probado que es capaz de causar mutaciones y diferentes
canceres de piel. Sin embargo, la luz UV-A no es absorbida por el ADN y, por
consiguiente, es incapaz de producir un dafio directo al mismo. Las alteraciones sufridas
por los acidos nucleicos cuando son expuestos a luz UV-A in vivo se deben, en cambio, a
reacciones fotosensibilizadas.

Existe un gran numero de compuestos como las porfirinas, flavinas y otras
moléculas distribuidas en las células, que pueden actuar como fotosensibilizadores
endogenos del ADN y otras biomoléculas. Por otro lado, los fotosensibilizadores exogenos,
provenientes de comidas y medicamentos, también pueden participar en las patologias de

la piel inducida por la radiacion.
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1.5.1. Oxidaciones fotosensibilizadas.

Dentro de los procesos fotosensibilizados se encuentra un grupo de reacciones
denominadas en su conjuto, oxidaciones fotosensibilizadas. En estas reacciones el O,
presente en el medio oxida a un sustrato como consecuencia de la absorcion de luz por otra
sustancia, el sensibilizador. Debido a que las pterinas, tal como se comprobara en el
desarrollo de este trabajo de tesis, pueden participar como sensibilizadores en oxidaciones
fotosensibilizadas, estos procesos seran explicados con cierto detalle en esta seccion.

Se conoce que un organismo puede morir al ser expuesto a la luz en presencia de O,

M Los efectos patolégicos de la oxidacion de

y un sensibilizador (Sens) adecuado
constituyentes celulares pueden ser muy severos, incluyendo mutaciones y cancer. Las
oxidaciones fotosensibilizadas que ocurren en presencia de O, se esquematizan en la figura
1.9. El sensibilizador excitado (Sens*) puede desactivarse mediante dos procesos
competentes, segun reaccione con el O, o no. Estos mecanismos fueron clasificados por C.

S. Foote como fotooxidaciones de Tipo I y de Tipo IT!'").

Productos Prpductos
Oxigenados Sens Oxigenados
0, hv Sustratos
Radicales o TiEO 1 Tipo 11 |
Iones radicales Sustratos Sens* O,
4 Solvente 0,
Mox + Oy~

Figura 1.9: Oxidaciones fotosensibitizadas de Tipo 1 y de Tipo II.

Sens* puede ser un singlete o, mas frecuentemente, un triplete. Puede reaccionar
con el sustrato o el solvente (S) (mecanismo Tipo I) o con el O, (mecanismo Tipo 11). El
mecanismo de Tipo | involucra una transferencia de electrones (ecuaciones 2 a 5) o un
proceso de abstraccion de hidrogeno (ecuaciones 6 y 7), en donde se producen radicales o
iones radicales por reaccion del sensibilizador con el solvente o un sustrato. La

transferencia puede ocurrir en las dos direcciones, pero generalmente Sens* se comporta
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como oxidante. Los radicales aniones pueden, a su vez, generar (por reaccion con el O,) el
0,7, el cual puede por diversos mecanismos oxidar al sustrato (S). Los radicales generados
por abstraccion de un atomo de hidrogeno pueden, por su parte, reaccionar directamente

con el O para dar productos oxidados.

(a) Sens” + S > Sens +S7 (2)
Sens’ + S > Sens” +S 3)
Sens’ + O, > Sens+0, 4)
s+ 0, > S+0, (5)
(b) Sens + SH > SensH +§ (6)
S"+ %0, > SOy (7

Reacciones que pueden ocurrir en fotooxidaciones de Tipo 1. S representa una molécula del sovente o

del sustrato. (a) Transferencia de electrones. (b) Abstracciéon de un atomo de hidrogeno.

El mecanismo de Tipo II consiste en la produccion de 'O, por procesos de
transferencia de energia, explicados en la seccion anterior. Luego, esta especie reacciona
con el sustrato oxidandolo. Un ejemplo de este tipo de mecanismo de fotooxidacion es el
expuesto en la figura 1.7 para la oxidacion de purinas por '0,. Finalmente, en algunos
casos, puede existir una transferencia de electrones desde el sensibilizador excitado hacia
el O,, generando una forma oxidada del sensibilizador y el anion superdxido. Esta especie
reactiva puede, posteriormente, atacar a un sustrato y oxidarlo. Este mecanismo entra en la
categoria de mecanismos de Tipo II, de acuerdo a la clasificacion dada, debido a que el

sensibilizador excitado reacciona directamente con el oxigeno.
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—

ASPECTOS QUIMICOS Y BIOLOGICOS DE LAS PTERINAS

Las pteridinas son una familia de compuestos organicos heterociclicos que estan
ampliamente distribuidos en la naturalezagEstan presentes en practicamente todos los seres
vivos, pero, en general, en muy pequefias cantidadess Estas moléculas desempeiian
funciones muy diversas, participando en muchas reacciones bioquimicas de gran
importanciagLos primeros trabajos cientificos relacionados con las pteridinas, se llevaron a
cabo a fines del siglo XIX (1889)4 En estos trabajos, se reflejan los primeros intentos por

“'3], Aflos mas tarde, se dilucidd

aislar algunos pigmentos de diferentes clases de mariposas
la estructura molecular de estos pigmentos, proponiéndolos como derivados del heterociclo

pirazina[2,3-d]pirimidina[4’6], al que finalmente se lo llamé pteridina!”’.

2.1. Estructura quimica y nomenclatura de las pteridinas.

Las pteridinas son una familia de compuestos heterociclicos que tienen en comin un
doble anillo de diez atomos, cuatro de los cuales son atomos de nitrogeno; por lo cual
pueden definirse como tetra-azo-naftalenoseEn la figura 2.1 puede observarse la estructura
heterociclica comun a todas las pteridinas, y la numeracion que reciben sus atomos. La
molécula denominada pteridina propiamente dicha, que también se muestra en la figura 2.1,

Qﬂ/ es la forma aromatica y sin sustituyentes del doble anillogEl anillo I corresponde a M

estructura de la pirimidina, mientras que el anillo II a la pirazina.

C N C N
P N
NT e N~ NCH
I | 1 || m ]
1 HC CH
N N~ AN NT
Heterociclo de las pteridinas pteridina

Figura 2.1: Estructura bésica de las pteridinas (1) Anillo pirimidinico](ll) anillo pirazinico.
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Las pteridinas presentes en los seres vivos (“pteridinas naturales™) pueden
considerarse derivadas de dos moléculas: 2-amino-4-pteridinona. mas conocida como
pterina y 2.4-pteridindiona, llamada cominmente lumazinaqDe esta manera, las pteridinas
que poseen un grupo amino en la posicidon 2 y un oxigeno en la 4 son denominadas
genéricamente pterinasgPor otro lado, a las pteridinas con un oxigeno en la posicion 2 y
otro en la posicion 4 se las denomina genéricamente lumazinas. La estructura quimica de
estos compuestos se muestra en la figura 2.2. También es habitual, como se vera en el
capitulo siguiente, encontrar derivados en los cuales el doble anillo se encuentra
parcialmente hidrogenado. En particular, son muy comunes los dihidro y tetrahidro

derivados de las pterinas y las lumazinas.

I I
C N C N
HT3/4 ’ 5%6(‘}_' HT3/4 ’ SE?H
2 7 2 7
T S S e
pterina lumazina

Figura 2.2: Estructura quimica de la pterina y Ia lumazina.

Como se dijo anteriormente, las pterinas poseen un atomo de oxigeno unido a un
anillo con dos atomos de nitrogeno. Para uno de ellos el sustituyente esta en posicién o y
para el otro en posiciéon y. Como puede apreciarse en la figura 2.3, esta estructura le
confiere la posibilidad de formar diferentes tautémeros. Segin los antecedentes que existen
en la literatura, el tautémero preponderante es el que posee el atomo de hidrégeno en el
nitrégeno mas cercano al oxigeno (tautomero (2) de la figura 2.3)!®°! Debido a esto, en
todo el desarrollo de la tesis se representara a la pterina y sus derivados mediante su

tautomero mas estable. Sin embargo debe tenerse en cuenta que puede existir una minima

proporcion de las otras dos formas tautoméricas.
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OH 0 o}
N N N
N | \\(|:H HN | %CIIH N‘ ‘ %C|:H
J\\ CH N CH /k CH
HN N N¢ HN N N¢ H,N ” N/

(1) (2) (3)

Figura 2.3: Posibles estructuras tautoméricas de las pterinas.

La mayor parte de las pterinas distribuidas en la naturaleza, presentan sustituyentes
(-R) en la posicion 6 del doble anillo pterinico. En la tabla 2.1 se presentan los
sustituyentes de bajo peso molecular correspondientes a algunos de los derivados

pterinicos mas caracteristicos.

-R Compuesto
-CHj; 6-metilpterina (MPT)
-CH,OH 6-hidroximetilpterina (HPT)
-CHO 6-formilpterina (FPT)
-COOH 6-carboxipterina (CPT)
-CHOH-CHOH-CH3; Biopterina (BPT)
-CHOH-CHOH-CH;0H | Neopterina (NPT)

Tabla 2.1: Nomenclatura de algunos derivados pterinicos segin el sustituyente en la posicion 6 ##

anillo.

Desde el punto de vista de su estructura quimica molecular, el acido folico (AF)
puede ser considerado como un derivado pterinico (ver figura 2.4a), El AF contiene un
doble anillo pterinico con un sustituyente en la posicion 6; el cual es mucho mas grande
que los que presentan la mayoria de las pterinas naturales. En este sustituyente se pueden
reconocer dos porciones. Una de ellas es una molécula de acido p-aminobenzoico; la otra
es una molécula de acido glutdmico, un aminoacido natural. Estas dos porciones estin
unidas entre si por una unioén peptidica (funciéon amida), en la cual la primera aporta el
carboxilo y la segunda la amina. El acido p-aminobenzoico, por su parte, esta ligado al
doble anillo pterinico mediante un puente metilénico unido a su grupo amino. En la figura

2.4b se representa la estructura quimica de otro derivado pterinico, el acido N metil félico
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(MAF). La unica diferencia entre ambos compuestos es un grupo metilo que esta unido en
al N 10 de la molécula de AF. Debido a estos sustituyentes, el AF y sus derivados

presentan caracteristicas fisicoquimicas y biologicas diferentes a las del resto de las

pterinas.

pterina acido p-aminobenzoico acido glutimico
OH
b) 0
L __N_ _CH 0
DU NS
N
1 8 /
NH
H,N N N H,C
O
HO

Figura 2.4: a) Estructura quimica del AF. b) Estructura quimica del MAF.

2.2 Propiedades acido-base de las pterinas.

En el esquema de la figura 2.5 se muestra el equilibrio acido-base mas importante
de las pterinas en solucion acuosa, teniendo en cuenta los valores de pH presentes en los
sistemas biologicosg La forma acida de este equilibrio corresponde a la forma neutra
mostrada anteriormente (figura 2.2 y 2.3), cuyos equilibrios tautoméricos fueron
descriptosgla forma alcalina es un anion en el cual la carga negativa estd localizada en wen

Mms funcion fenolato.
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0O o
N R 4 N R
HN 5 4 /5 6 OH- N3/ /5 6
k‘ N H* )&1 N
HN" "N~ °N HN" N7 N
(forma acida) (forma alcalina)

Figura 2.5: Equilibrio dcido-base del anillo pterinico en soluciones acuosas de pH entre 7 y 9.

En la literatura, existen numerosas publicaciones donde se presentan valores de las
constantes de disociacion de este equilibrio dacido-base, para distintos derivados
pterinicos' ' (tabla 2.2)¢De la informacion consignada en la tabla 2.2 puede evaluarse el
comportamiento acido-base general de estos compuestos, En todos los casos estudiados, el
valor de pKa del equilibrio amida-fenolato, esta alrededor de 8!'"'*'71. Est4 claro que este
comportamiento general se vera afectado por la presencia de sustituyentes adicionales en el
doble anillo pterinico, los cuales modifican ligeramente los valores de pKa y la carga neta
de la molécula. En el caso del AF, por ejemplo, la porciéon pterinica presenta el mismo
grupo ionizable que el de las pterinas descriptas anteriormente, pero la porcion de acido
glutamico posee dos grupos ionizables adicionales (dos grupos carboxilatos cuyos pKa, en
el acido glutamico libre, son 2,19 y 4,258 que le confieren a la molécula dos cargas
negativas adicionales cuando el pH es mayor a las constantes de ionizacion de dichos
grupos. Otro ejemplo, lo representa la CPT que posee un equilibrio adicional, con un pKa
de aproximadamente 3" debido al grupo carboxilo, que en condiciones de pH superiores a
3 le confieren a la molécula una carga negativa.

A valores de pH inferiores a 3, existen otros equilibrios acido-base en los que
participan otros grupos funcionales de las estructura pterinica, tales como los nitrogenos
anulares o el grupo amino de la posicion 2 del anillo. A medida que disminuye el pH, estos
grupos comienzan a protonarse, apareciendo las correspondientes formas cationicas con
carga +2 y +3. Todos estos equilibrios presentan valores de pKa inferiores a 2!'°),

Todos los experimentos presentados en este trabajo de tesisgse llevaron a cabo en
condiciones de pH comprendido entre 4 y 124 En estas condiciones, el unico equilibrio
acido-base importante, es aquél que involucra al grupo amida y al fenolato (figura 2.5)y En
adelanteg se hara referencia a estas dos formas acido-base denominandolas “forma acida” y

“forma alcalina”, respectivamente.
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Compuesto | pK,
H4lpT 7,9
MICPT 7,9
(BIFPT 7.3
HIAF 8.1
NIAF 8.3
WINPT 8.0
IBPT 8,1

Tabla 2.2: pKa del equilibrio amida-fenolato en las pterinas.

2.3  Importancia de las pterinas en la naturaleza.

Las pterinas estan presentes en practicamente todos los organismos vivos, incluidos
los mamiferos, generalmente en muy pequefias cantidades. Estas moléculas participan en

. . , . . .1
muchas reacciones bioquimicas de gran importancial'®!

; a tal punto, que la deficiencia de
algunos de estos compuestos, produce serias alteraciones bioquimicas que conducen @l
desarrollo de graves enfermedadeslzo]e, El papel que desempeiian muchas pterinas no s

conoce en detalle aun.

2.3.1 Acido félico y sus derivados reducidos.

El AF es una vitamina hidrosoluble incluida en la serie conocida como complejo
vitaminico B. La variedad e importancia de las reacciones metabolicas en las que,
participan el AF y sus derivados, hacen que esta pterina sea una molécula indispensable
para la vida de los mamiferos!*'y El derivado activo de esta molécula es el acido 5,6,7.8-
tetrahidrofélico, denominado normalmente tetrahidrofolato o THF (figura 2.6). Este
derivado actua como transportador de unidades de un solo atomo de carbono en una amplia

(21

gama de reacciones biosintéticas ', Por ejemplo, participa en la sintesis de algunos

aminoacidos naturales como metionina, glicina; también tiene un papel muy importante em

LA a biosintesis de los nucleétidos.
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En condiciones de déficit de AF, la sintesis de nucledtidos se ve inhibida; y, como
consecuencia de esto, las células no pueden replicarse. Asi las células sanguineas y la
mucosa intestinal, que requieren de duplicacién celular constante, se ven seriamente
afectadas. Esta alteracién en la sintesis de acido desoxirribonucleico conduce a una
patologia con un cuadro morfoldgico caracteristico en la sangre periférica y en la médula
0sea, denominada anemia megaloblastica. Por otra parte, se produce una atrofia de la
mucosa del tubo digestivo, que en casos avanzados, provoca un estado de malabsorcion, lo

cual intensifica el déficit primario de AF.

0 |I| OH

N CH O

HN 5 8 H \{ o

)\ | ’ NHM

S 8 H
HAN" "N” °N H
H O
HO

Tetrahidrofolato (THF)

Figura 2.6: Estructura quimica del THF.

2.3.2. Tetrahidrobiopterina.

Otro derivado pterinico, que también participa en reacciones bioquimicas del
metabolismo de los animales superiores, es el denominado 5,6,7,8-tetrahidrobiopterina
(BH4), que es un derivado reducido de la BPT. La BPT participa en la transformacion de
fenilalanina (aminoacido esencial) en tirosina, una importantisima reaccion del
metabolismo de los aminoacidos catalizada por la fenilalanina hidroxilasa'?'!. Esta enzima
pertenece a la familia de las mono-oxigenasas, las cuales catalizan reacciones en las que
participa el O, disuelto en el medio. Uno de los atomos del mismo se incorpora al
compuesto que se oxida (generalmente se hidroxila), mientras que el restante aparece en

forma de H,O (figura 2.7).
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O
__ H ~CHOH __CH,
<\:\//~CH5$—NH, 02 Ji T cHoH NAD'
Coo-
Fenilalanina
T clmhldrobnoplcrma
CHOH _CH,
O . | "cron NADH + H
HO—<{ )~ CH;C NH, ) +H'
\Y |
COO- Hzo

Tirosina
Dnhldrohloplcnna (forma quinoidea)

Figura 2.7: Participacion de la tetrahidrobiopterina en la conversion de fenilalanina a tirosina.

2.3.3 Molibdoenzimas.

Existe un conjunto de enzimas que contienen ligado a su estructura proteica &tomos
de molibdeno. Entre ellas se encuentran: la sulfito oxidasa, la nitrogenasa, la nitrato
reductasa y la xantina deshidrogenasam]. Estas molibdoenzimas catalizan, excepto la
nitrogenasa, reacciones de hidroxilacion oxidativa o deshidroxilacion reductiva. Si bien el
cofactor que contiene al molibdeno aun no ha podido ser aislado, investigaciones llevadas
a cabo sobre la enzima sulfito oxidasa lograron caracterizarlo, postulandose la estructura
que se muestra en la figura 2.8!%!. Se cree que este cofactor, al cual se le ha dado el
nombre de molibdopterina, esta presente en todas las molibdoenzimas con excepcion de la
nitrogenasa. Puede observarse que el atomo metalico esta coordinado a un grupo ditioleno
a través de sus azufres; las otras dos posiciones de coordinacion estan ocupadas por atomos
de oxigeno. Varios grupos de investigacion estan intentando dilucidar la funcion especifica

que cumple este singular cofactor.

T/C c\ CHOH-CH OPO
S

\/

//M\ Molibdopierina

o O

Figura 2.8: Estructura quimica postulada para el cofactor de la sulfito oxidasa.
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2.3.4 Neopterina como marcador de la activacion de la inmunidad celular.

Los linfocitos y los macrofagos juegan un papel fundamental en la respuesta
inmune celular que participa de los mecanismos de defensa del organismo contra
enfermedades. Cuando los linfocitos-T reconocen antigenos en la superficie de las células
de los tejidos, se activan y producen, entre otras citoquinas, el interferon-y (INF-y). EI INF-
y estimula a los macrofagos; quienes a su vez sintetizan y liberan al medio, entre otras,
sustancias como: EROs, factor de necrosis tumoral (TNF-a) y neopterina (NPT)**!. La
NPT es un metabolito intermediario de la biosintesis de la tetrahidrobiopterina, sintetizada
a partir de guanosina trifosfato (GTP) por la GTP-ciclohidrolasa 13,

Investigaciones clinicas llevadas a cabo en la década de los 90" mostraron que la
determinacion de la concentracion de NPT en distintos fluidos bioldgicos (suero, fluido
cerebroespinal u orina) es una herramienta muy util para el monitoreo de la respuesta
inmunologica mediada por células®®. Se observ, por ejemplo, que los niveles séricos de
NPT aumentan en la fase aguda de distintas infecciones virales tales como hepatitis A, B y
C y sarampion. De la misma manera, se observd que infecciones por bacterias
intracelulares (tuberculosis, lepra, etc) y parasitos intracelulares (malaria) cursan con un
aumento de la concentracion de NPT en suero. También se ha demostrado la utilidad de la
determinacion de NPT en fluidos biolégicos en pacientes con trastornos 0seos y
articulares; y en otras patologias como enfermedades autoinmunes, tumores malignos, etc.

Si bien estos resultados indican que la NPT es un marcador inespecifico de
respuesta inmunoldgica, es importante destacar que el aumento en los niveles de NPT,
generalmente precede a los sintomas clinicos y correlacionan bien con la actividad de la
enfermedad. Por lo tanto la medicion de NPT es especialmente qtil en el seguimiento y
prondstico de terapias aplicadas y del grado de avance o evolucion del paciente. Ademas la
NPT es un indicador sensible de las complicaciones inmunologicas tempranas, tales como
los rechazos o infecciones en receptores de transplantes. También puede usarse como
indicador del estrés oxidativo, ya que la concentracion de NPT se correlaciona con
productos de oxidacion de proteinas y con la pérdida de antioxidantes como la vitamina-E,
etc.!”’]. Una de las mas importantes aplicaciones médicas que tiene la determinacion de la

concentracion de NPT, es que puede ser utilizada como prueba de screening en bancos de
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)

sangre como un indicador de activacion inmune. En Austria, por ejemplo, existe una

legislacion desde 1994 que obliga a los bancos de sangre a realizar esta determinacion.

2.3.5 Oncopterina.

Recientemente, se ha propuesto a un nuevo derivado pterinico, conocido como
oncopterina (N2-(3-aminopropil)biopterina) (figura 2.9), como un posible marcador
bioquimico de ciertos tipos de cancer. Las investigaciones llevadas a cabo hasta el
momento, muestran que en pacientes con hepatomas, cancer de prostata y cancer de vejiga,
se producen grandes incrementos en la concentracién de oncopterina en orina; mientras
que en pacientes con distintos tipos de cancer de sangre, como mielomas, leucemia
mieloide aguda y linfomas, los incrementos son mucho menoresg Por el contrario, K

concentracion de esta pterina conjugada es extremadamente baja en la orina de pacientes

(28]
O
HZN/CHZCH;CHZ‘N)JIN\ (;|-|Q|-(|:H/OC'_'H3
YT
HN" N7 N

Figura 2.9: Estructura quimica de la oncopterina.

sanos

2.3.6 Pigmentos presentes en insectos.

Como se menciond al principio de este capitulo, algunos pigmentos aislados de las
alas de ciertas mariposas, estaban relacionados estructuralmente con esta familia de
compuestos. En particular, el pigmento amarillo aislado de las alas de una mariposa
denominada brimstone (azufre), es xantopterina. Por otra parte, otro derivado pterinico,
leucopterina, es el pigmento blanco que forma parte de las alas de la mariposa de la
col®3% Oro compuesto, isoxantopterina, es el pigmento amarillo que también ha sido
aislado a partir de otra clase de mariposas®". Las estructuras quimicas de estos derivados
se muestran en la figura 2.10. Investigaciones mas recientes han revelado que pigmentos

de otros colores presentes en una gran variedad de especies de mariposas son también de
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f

naturaleza pterinica®?!. La eritropterina, por ejemplo, fue aislada de mariposas tropicales

sudamericanasm]; en particular, se la encuentra en grandes cantidades en la especie

Catopsilia argante. Este compuesto presenta una forma tautomérica estable que es la

responsable de su intenso color naranjal**),

0 0 0 0

H H H

N _O N._O N N.__0O
N7 NN & NN N HNT N NS0 HN SN NT0

010)

1
Eritropterina COOH Xantopterina Isoxantopterina [.eucopterina

Figura 2.10: Estructura quimica de algunas pterinas encontradas en las alas de ciertas mariposas.
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|

FOTOBIOLOGIA Y PROPIEDADES FOTOSENSIBILIZADORAS DE
PTERINAS

Actualmente se sabe que algunas pterinas estan involucradas en procesos
fotoquimicos que ocurren in vivo. La mayoria de estos procesos fotobiologicos aun no se
conocen en profundidad y no se sabe en detalle cudl es el papel que cumplen las pterinas.
A continuacion se describirdn algunos ejemplos de procesos fotobioldgicos en los cuales

participan distintos derivados pterinicos.

3.1. Fotoliasa.

Es bien conocido el efecto mutagénico y letal que produce la irradiacion directa con

luz UV-C (200-280 nm) sobre las células. Esto explica los dafios que produce la radiacion
UV sobre la piel del ser humano y la tendencia a generar cancer de piel en las zonas
expuestas. Muchos de estos fendmenos se originan como consecuencia del efecto que la
radiacion produce sobre el acido desoxirribonucleico (ADN). La presencia de las bases
nitrogenadas en la estructura del ADN, hace que esta macromolécula absorba fuertemente
la luz UV; en efecto, el ADN posee el maximo de absorcion alrededor de los 260 nm.
Al irradiar una solucion de ADN con luz UV-C, tienen lugar varios cambios quimicos. El
mas importante es la formacion de enlaces covalentes entre restos de pirimidina adyacentes
en una misma cadena, formando dimeros de pirimidinas. Estos dimeros distorsionan la
forma de la molécula de ADN e interfieren en el aparcamiento normal de las bases. Este
efecto produce un bloqueo parcial de la replicacion, a cargo de la enzima denominada
ADN polimerasa, y de la transcripcion del ADN, lo cual puede producir la muerte celular.

Las mutaciones son generadas principalmente por los mencionados dimeros de
pirimidina. En efecto, cuando la ADN polimerasa logra pasar la zona del dimero de
pirimidina, sintetiza moléculas de ADN con la secuencia equivocada, generandose una

mutaciéon que se transmitird a las células hijas. Todos los procesos que aumentan la
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frecuencia de mutaciones elevan la probabilidad de aparicion de procesos neoplasicos.

Uno de los mecanismos principales que tiene la célula para reparar estos dimeros de
pirimidina se denomina fotorreactivacion!'!. Este mecanismo, esta regulado por la ADN-
fotoliasa (o simplemente fotoliasa). Esta enzima contiene dos cofactores unidos de forma
permanente a su estructura proteica®?!. Uno de ellos es una molécula de flavin-adenin-
dinucleotido en una de sus formas reducidas (FADH'). El otro es una molécula de N3 N
meteniltetrahidrofolato (MTHF). Se ha propuesto que este derivado pterinico cuando
absorbe luz UV desencadena una serie de modificaciones en la enzima que terminan

activandola, iniciando los mecanismos de reparacion antes mencionados.

3.2. Pterinas como fotorreceptores.

En general, se llaman fotorreceptores a sustancias que estan incluidas, como grupos
prostéticos, en complejas estructuras proteicas que, a su vez, pueden tener otros grupos
prostéticos y cofactores, necesarios para generar una sefial quimica a partir del fenémeno
primario de absorcion de luz. Debido a las caracteristicas espectrales de las pterinas y a su
amplia distribucion en 6rganos fotosensibles de una gran variedad de seres vivos, se ha
postulado que estos compuestos podrian actuar como fotorreceptores en muchos procesos
biolo6gicos.

Se han encontrado algunos derivados pterinicos en 6rganos fotosensibles como los
ojos de vertebrados e invertebrados!*!. En particular, la pterorhodina fue aislada en
cantidades considerables de varios insectos y anfibios y parece estar ampliamente
distribuida en el reino animal®®®!, Esta sustancia de un color rojo muy intenso consta en su
estructura, mostrada en la figura 3.1, de dos moléculas de xantopterina unidas por un
puente de un atomo de carbono. Otro interesante grupo de pterinas naturales fue
descubierto en los ojos de la Drosophila melanogaster (mosca de la fruta)l”''!. Se trata de

las drosopterinas cuya estructura basica se muestra también en la figura 3.1.
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Figura 3.1: Estructura quimica de algunos derivados pterinicos encontrados en los ojos de ciertos

insectos y anfibios.

Ha sido propuesto que ciertos derivados pteridinicos podrian participar en algunas
etapas de la fotosintesis!'?! y que otros pueden actuar como antenas para la luz azul en las

[13]

plantas superiores y otros organismos tales como el hongo Phycomyses

(14]

blakesleeanus Por ualtimo, fue postulada la participacion de las pterinas como

fotorreceptores en procesos de fototaxis presentes en Euglena gracilis!> '\,

3.3. Fotosensibilizacion de biomoléculas.

En el capitulo 1 se definieron los procesos fotosensibilizados y se comento la
importancia de la fotosensibilizacion del ADN en sistemas bilégicos expuestos a la luz. Se
han realizado diversos trabajos que demuestran que las pterinas son capaces de actuar
como fotosensibilizadores del ADN y sus componentes. Por consiguiente, estos estudios
sugieren la posibilidad de que los derivados pterinicos presentes en la piel de los seres
humanos pueden participar en procesos fotosensibilizados in vivo. En esta seccion se

resumiran los resultados mas significativos de estos trabajos.
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3.3.1. Fotosensibilizacion de desoxirribonucleétidos por pterina.

Existen antecedentes en la literatura sobre estudios de fotosensibilizacién de
desoxirribunocleétidos, usando pterina (PT) como sensibilizador!"®!. En particular, se han
realizado estudios sobre tres nucledtidos (2’°-desoxiguanosina-5’-monofosfato (dGMP), 2°-
desoxiadenosina-5’-monofosfato (1AMP) y 2’-desoxicitosina-5’-monofosfato (dCMP)).

Se realizaron experimentos en los cuales soluciones acuosas con PT y un
nucledtido, se irradiaron con luz UV-A. En estas condiciones, como puede observarse en la
figura 3.2, la radiacion so6lo es absorbida por PT. Los resultados revelan la existencia de
oxidaciones fotosensibilizadas en las cuales el nucleétido es oxtdado, con consumo del O,
disuelto en el medio, mientras que la concentracion de PT se mantiene constante con el
tiempo de irradiacion. La velocidad del proceso depende de la naturaleza del nucledtido
utilizado. Por ejemplo, dGMP es rdpidamente oxidada cuando se irradia con luz UV-A en
presencia de PT. Por su parte, JAMP es oxidada mucho mas lentamente, mientras que

dCMP no sufre ningun tipo de alteracion.

dGMPT
- dAMPT
dCMPT
PT (100 uM)

Absorbancia

o e o 9
S 8 & 3
1 | 1

1
300 350 400 45(

A (nm)

3]
8
Y]
W
(=)

Figura 3.2: Espectro de absorcién normalizados de los tres desoxinucleétidos (dGMP, dAMP y
dCMP), junto con el espectro de absorcién de una solucién de PT (|PT},=100 uM; pH=5,5).
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3.3.2. Fotosensibilizacién de ADN.
v Fotosensibilizacion del plismido pUC18 por PT.

Por otra parte, también hay antecedentes en la literatura acerca de la capacidad
fotosensibilizadora de PT sobre macromoléculas bioldgicas como el ADN. En particular,
se han descripto estudios de fotosensibilizacion bajo irradiacion con luz UV-A (350 nm)
del plasmido pUC18, usando PT como fotosensibilizador''*'*). El plasmido pUC18 es una
molécula de ADN circular de doble hebra y bajo peso molecular. En la figura 3.3 se
muestran los espectros de absorcién de ambos compuestos. Puede apreciarse que en las
condiciones de irradiacion, el unico compuesto capaz de absorber la radiacion incidente es

PT.

‘ \ ’//\\\ Plasmido pUC18
1254 | /) PT (100 uM)
Nl
\ /
e
3] \ / \
£ \ \‘
2 0.75 / \
B
g \
2
< 0.50 ‘
\
0.25 \
0.00-‘[ T | I 1\ T T —
200 225 250 275 300 325 350 375 400 425

A (nm)

Figura 3.3: (_) Espectro de absorcién del plasmido pUC18. ( ) Espectro de absorcion de una soluciéon
de PT (|PT|,=100 uM; pH=5,5).

En este trabajo, los autores demuestran que, cuando se irradia con luz UV-A
(350nm) soluciones de plasmido pUC18 en presencia de PT, las moléculas de ADN sufren
cortes al azar en sus hebras. Estos cortes conducen a la transformacion del topoisdmero
superenrollado al topoisomero relajado. La acumulacion de estos cortes genera, en una

segunda etapa, un corte en la doble hebra con la consiguiente transformacion del plasmido
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circular en una molécula lineal. Este proceso esta representado esquematicamente en la

figura 3.4.
corte
g‘ Q - - h ‘:‘_‘A‘:ﬁ "-
Plasmido Plasmido Plasmido
superenrollado relajado lineal

Figura 3.4: Esquema que representa la evolucién de la estructura del plasimido pUC18 con el tiempo

de irradiacion en presencia de PT.

v" Hidroxilacién de desoxiguanosina en ADN fotoinducida por derivados pterinicos.

Otros trabajos sobre el tema han demostrado que la exposicion de ADN eucariota
de doble hebra, a radiacion de 365 nm, en presencia de PT, CPT, BPT, NPT y AF produce
lesiones en secuencias especificas del ADN. La eficiencia del dafio al ADN inducida por
luz UV-A decrece en el sentido PT = CPT > BPT = NPT >> AF?Y.

En estos estudios, se demostr6 que las pterinas producen oxidaciones y ruptura en
secuencias que incluyen varias guaninas consecutivas (secuencias poli-G: 5°-GG-3’, 5°-
GGG-3’ y 5°-GGGG-3’). Este dafio fotoinducido al ADN consiste en una oxidacién
fotosensibilizada tipo I (ver seccién 1.5.1) que involucra una transferencia de electrones
desde la guanina a la pterina excitada!®'!. El mecanismo de fotosensibilizacién propuesto
puede resumirse de la siguiente manera: El sensibilizador (Sens = PT, CPT, BPT o NPT)
excitado oxida el nucleétido por medio de un proceso de transferencia de electrones. El

cation radical de la guanina (G™) formado, sufre una migracion de cargas localizando la

carga en una G adyacente. La descomposicion del G puede seguir dos vias paralelas: una
es la deprotonacion seguida de la reaccién con O»; y la otra puede ser la hidratacion

produciendo 8-oxo0-Guo. Por otra parte, el anion radical del sensibilizador formado, puede
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oxidarse y regenerar el sensibilizador, por medio de una transferencia de electrones al O,
produciendo anion superoxido, y/o puede degradarse. En el esquema de la figura 3.5 se

presenta este mecanismo de fotosensibilizacion.

N R GGG
HN)J\// | S_E_f’?_;’
)\\ S

o - ny
‘ +
N R .
5—G-—GG----3'
j\ ~ ]/ Formreeeen 5
N ~ Migracion de
e N N cargas
+
5—-G—-GG——3
Degradacion B -5

idacid il
5-.G—XG—3 _OXdacon . o Go 3

-

. O—- . P 5

Figura 3.5: Mecanismo de fotosensibilizacién de secuencias poli-G en ADN eucariota por luz UV-A,

donde el fotosensibilizador es un derivado pterinico.

v Fotosensibilizacion del ADN por pterinas reducidas.
Por ultimo. se ha demostrado que la sepiapterina (SPT), un derivado reducido de las

pterinas (figura 3.6), fotoinduce lesiones en secuencias especificas del ADN similares a las

observadas para los derivados pterinicos oxidados. En este caso. las lesiones de ADN
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fotoinducidas por SPT se ven significativamente aumentadas con el agregado de Cu (II).
Por otro lado, cuando se agrega catalasa y batocuproina (un agente quelante del Cu(l)) a las
soluciones con ADN y SPT. se observa una inhibicion del dafio fotoinducido. Estos
resultados indican la participacion de H;O, y Cu(l) en estos procesos'z”. En base a estos
resultados, se especula que SPT excitada por la absorcion de luz UV-A, reacciona con O;

1221 con la subsiguiente formacion de H,O,, y las especies

para generar anion superoxido
reactivas generadas en la reaccion del H,0; con Cu(l) causan el dafio fotoinducido al
ADN.

H,C_
CHOH

JfEI

Figura 3.6: Estructura quimica de sepiapterina (SPT).

3.4. Vitiligo.

El vitiligo. una de las patologias cutaneas mas frecuente en el ser humano, consiste
en un desorden en la pigmentacion que produce caracteristicas manchas blancas sobre la
piel. Los pacientes que sufren esta enfermedad, muestran fluorescencia en sus manchas
cutaneas cuando son sometidos a la denominada examinacion con luz de Wood (351 nm).
Se ha demostrado que este fenomeno ocurre por la acumulacion de pterinas en las zonas

(23,25

afectadas por la enfermedad . Es interesante comentar el papel que juegan varios

derivados pterinicos en el vitiligo.

Para entender los mecanismos implicados en la formacion de las lesiones de esta
enfermedad es necesario presentar algunas reacciones metabolicas. En el esquema de la
figura 3.7 se muestran dichas reacciones. Se mencioné anteriormente que la 5,6,7,8-
tetrahidrobiopterina (BH,4) es un cofactor de la enzima fenilalanina hidroxilasa que cataliza
la sintesis de tirosina a partir de fenilalanina (i). La tirosina es un sustrato fundamental en
la sintesis de melanina (proceso conocido como melanogénesis) que ocurre en los
melanocitos de la piel. Por otra parte, BH, es también un inhibidor no competitivo de una

de las enzimas mas importantes en la melanogénesis, la tirosinasa (ii). El radical anion
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superdxido, generado por la absorcion de luz UV-B, es un sustrato de la tirosinasa que
oxida el BHy, activando de esta manera a la enzima. En esta etapa, BH4 se oxida a BPT,
que es extremadamente citotoxica para los melanocitos humanos in vitro.
Consecuentemente, para asegurar la viabilidad de éstas células, un mecanismo muy
eficiente de reduccion recupera la BH4. Esta reduccion es catalizada enzimaticamente y
ocurre en dos etapas: primero la reduccion de BPT a qBH, catalizada por la enzima
tiorredoxina reductasa (TR). En la segunda etapa, un conjunto de enzimas NADH-
dependientes reducen BH; a BHy (iii y iv). Si éste mecanismo de reduccién de la BPT no
es adecuado, éste compuesto se acumula en la piel siendo rapidamente fotooxidado a FPT
por exposicion a radiacion de luz UVA y UVB (v).

La manifestacion clinica de éste desorden es la pérdida de la coloracion de la piel,
con una fluorescencia caracteristica de la misma atribuida a la acumulacion de pterinas.
Debido a esto los melanocitos poseen las vias metabolicas para la sintesis y reciclado de la
BH4. En pacientes con vitiligo los melanocitos presentan alteraciones en el metabolismo
que conducen a la acumulacion de BH,, la generacion de H,O; y a la inhibicion de la
sintesis de melanina. La BH,4 se oxida a BPT por reaccion tanto con el O; como con el
H,0,. Finalmente, se produce una acumulacion de BPT en zonas de la piel con déficit de
pigmentacion y, por ende, sin proteccion contra la radiacion proveniente del sol.

En definitiva, todos los procesos fotofisicos y fotoquimicos que sufre la BPT, y
otros derivados pterinicos que pudieran estar presentes en la piel, en soluciones acuosas
pueden ocurrir en las zonas afectadas de la piel de los pacientes con vitiligo. Se ha
demostrado, recientemente, que la BPT se transforma in vivo en FPT y este compuesto, a
su vez, se transforma en CPT (v y vi)[26]. Estas transformaciones generan, ademas, H-O»

como producto de fotdlisis, incrementando los efectos nocivos de este compuesto.
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Figura 3.7: Reacciones enzimaticas y fotoquimicas involucradas en la generacion de las lesiones

cutaneas del vitiligo.
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Capitulo 4
—

FOTOFISICA Y FOTOQUIMICA DE PTERINAS

4.1 Espectros de absorcion.

Se ha descripto en la literatura el analisis espectral de un gran nimero de derivados
pterinicos en soluciones acuosas. Las caracteristicas de los espectros de absorcion de estos
compuestos dependen de varios factores: si son o no pterinas reducidas, de la naturaleza
quimica del o los sustituyentes al doble anillo pterinico y de las condiciones de pH del
medio. En esta seccion se hard una breve descripcidn de las principales caracteristicas de
los espectros de las pterinas oxidadas 6-sustituidas en solucién acuosa.

Como ya se menciono en el capitulo 2, de acuerdo al pH de la solucidn las pterinas
presentan distintas formas acido-base. En el intervalo de pH comprendido entre 4 y 13
todas ellas comparten un equilibrio 4cido-base comun, que involucra los mismos grupos
funcionales (ver figura 2.5, capitulo 2). Estas formas acido-base presentan caracteristicas
espectrales diferentes!! "),

El doble anillo pterinico presenta dos bandas principales de absorcion, una banda
en el intervalo de longitudes de onda 220 a 290 nm con coeficientes de absorcion molar
relativamente altos, entre 1x10* y 2x10* M"cm", y la otra, con un maximo cercano a los
350 nm, con menor coeficiente de absorcién molar, entre 5x10° y 1x10* M'cm™. Estos
espectros indican la presencia de, al menos, dos estados electronicos singletes excitados.
También se observa un corrimiento de ambas bandas de absorcion de la forma alcalina
respecto de la correspondiente a la forma &4cida. La banda de menor energia esta
desplazada hacia el visible (a mayores longitudes de onda) y la banda de mayor energia
esta desplazada hacia el ultravioleta (a menores longitudes de onda). Por ultimo, las formas
alcalinas tienen coeficientes de absorcion mayores que las formas acidas para ambas
bandas. En la figura 4.1 se muestran, a modo de ejemplo, los espectros de absorcion de las

formas acido-base de PT.
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Figura 4.1: Espectros de absorcion de PT en solucién acuosa.

Por otra parte, el andlisis espectrofotométrico del AF merece una descripcién por
separado, mas detallada. Este compuesto, como se menciond anteriormente, s una pterina
en la cual pueden reconocerse tres porciones: una porcidn pterinica, otra de acido
glutamico (un aminoacido) y otra de acido p-aminobenzoico o PABA (capitulo 2, figura
2.4). Los espectros de las formas acida y alcalina del AF se muestran en la figura 4.2. La
forma 4cida del AF presenta carga neta -2 y la forma alcalina -3. Puede apreciarse que el
espectro de la forma alcalina presenta tres bandas de absorcion. Esta caracteristica
particular puede explicarse teniendo en cuenta al grupo bencénico sustituyente que
presenta esta pterina. En efecto, las bandas con maximo en 255 y 350 nm se asignan al
anillo pterinico, mientras que la banda con maximo en 285 puede ser asignada al PABA.
En la forma 4cida pareciera desaparecer una banda. En realidad, si se supone que la banda
de 255 nm sufre un corrimiento similar al observado para otras pterinas al pasar de la
forma 4cida a la alcalina y que, por el contrario, la banda de 285 nm no se altera, ambas
bandas deberian superponerse. El escaso aumento de los coeficientes de absorcion de las
bandas superpuestas respecto a los correspondientes a ambas bandas presentes en la forma
alcalina, puede explicarse considerando que, tal como se observa para otras pterinas, la

banda de 255 nm debe sufrir una pérdida de intensidad al pasar a la forma acida'®!
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Figura 4.2: Espectros de absorcién de AF en soluciéon acuosa.

4.2  Conocimientos previos sobre la emision de pterinas.

Los estudios sobre las propiedades fisicoquimicas, en particular, las propiedades
fotofisicas de las pterinas y compuestos relacionados son recientes. En la década del *70
aparecen los primeros trabajos relacionados con la emision de estos compuestos. Aaron y
Winefordner publicaron en 19721 jos espectros de emision fluorescente y fosforescente
del AF en agua. El espectro de emision es débil, mientras que la fosforescencia, que no se
detecta a temperatura ambiente, se registra a 77 K.

El primer trabajo detallado y sistematico sobre el tema data de la década del "80 """,
En esta publicacion, realizada solamente sobre PT, se informa que dicho compuesto
presenta emision fluorescente mucho mas fuerte que el AF y que el espectro de emision es
dependiente del pH. Se determinaron los rendimientos cuanticos de tluorescencia (®f) a
pH 10. Asimismo, en este articulo se muestra la dependencia con el pH de los espectros de
fosforescencia a 77 K. La emision fosforescente a temperatura ambiente esta por debajo de
los limites de deteccion de los métodos empleados. También se muestran los resultados de
estudios de fotolisis de flash realizados con un laser de Neodimio-YAG, y los tiempos de
vida para los decaimientos de los estados tripletes. En este trabajo, no se midieron los

rendimientos cuanticos de produccion de 'O, (d,), no obstante, se detectd quenching de
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los estados tripletes por O,, indicando la posible generacion de la mencionada especie
excitada.

En el afio 1996, se publicaron resultados del estudio fotofisico de otros dos
derivados, la DPT y 6-tetrahidroxibutilpterina (figura 4.3)"']. En esta ultima publicacion se
muestran los espectros de fluorescencia a temperatura ambiente y a 77 K y los espectros de

fosforescencia a 77 K, junto con los correspondientes @r.

o O
N. _CHOH CHOH
N CH -~ 7N
LT LT e e
N N
/l\\ X HN N N
H,N N N CH,
6,7-dimetilpterina 6-tetrahidroxibutilpterina

Figura 4.3: Estructura quimica de los compuestos estudiados por Neverov ef al.

Mas recientemente, en un proyecto conjunto entre el grupo de investigacion en el
cual se desarrollé el presente trabajo de tesis y el grupo de investigacion del Prof. Dr.
André Braun y la Prof. Dra. Esther Oliveros de la Universidad de Karlsruhe, se estudié la
fluorescencia de un grupo de derivados pterinicos en solucion acuosa”’'%!. Estos estudios,
que incluyeron experimentos estacionarios y resueltos en el tiempo, se realizaron sobre PT,
CPT, FPT BPT, NPT y AF empleando la técnica Single Photon Counting. En los proximos
parrafos se presentaran los resultados mas relevantes de estos trabajos.

Todas las pterinas estudiadas presentan una importante emision fluroescente,
excepto el AF que tienen una fluorescencia de muy baja intensidad. Los espectros de
emision obtenidos excitando a 350 nm, mostraron una dependencia con el pH: los
espectros de las formas alcalinas presentan un corrimiento de unos 15 nm a mayores A
respecto de los espectros de emision de las correspondientes formas acidas.

En la tabla 4.1 se listan los valores de ® obtenidos excitando en la banda de menor
energia (350 nm). Puede apreciarse que, en todos los casos, los valores correspondientes a
las formas 4cidas son mayores que los correspondientes valores para las formas alcalinas; y
que ademas, presentan una fuerte dependencia con la naturaleza del sustituyente en la

posicion 6 del anillo de pterina. Es interesante remarcar que, el Oy del AF es mucho menor
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comparado con el observado para el resto de las pterinas estudiadas. La hipotesis sugerida
por los autores para explicar esta gran diferencia, se basa en el sustituyente del AF. Dicho
sustituyente presenta un peso molecular relativamente elevado y posee muchas
posibilidades de torsion y rotacion. Por consiguiente, esta parte de la molécula podria
actuar como un “quencher interno” favoreciendo la desactivacion no radiativa del estado

singlete excitado del AF.

Compuesto | & (pH=5,5) | ®r (pH=10,5)
2p 0,33 0,27
MICpT 0,28 0,18
NAFPT 0,12 0,07
AR <0,005 <0,005
VIBPT 0,36 0,29
UINPT 0,38 0,31

Tabla 4.1: Valores de los rendimientos cudnticos de fluorescencia (®g) de las formas acidas y alcalinas

de algunos derivados pterinicos.

Se estudiaron los espectros de emision obtenidos excitando a distintas longitudes de
onda y los espectros de excitacion. Del analisis detallado de estos resultados y teniendo en
cuenta las caracteristicas generales de los espectros de absorcion, los autores concluyen
que en las pterinas existen, al menos, dos estados excitados singletes, de los cuales solo el
de menor energia (S;) emite y el de mayor energia (S;), no emisor, decae a S,. Sin
embargo, so6lo una porcion de las moléculas excitadas a S, decae a S,. Esto implica que el
estado excitado S, posee otras vias de desactivacion que compiten eficientemente con la

conversion interna a S, como se ve en la figura 4.4,
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Figura 4.4: Diagrama de Jablonski que representa el estado electrénico fundamental y los dos estados
electronicos excitados de las pterinas, junto con las diferentes vias de desactivacion. A'Ex=310-390 nm,

y Alix =250-290 nm.

Se determinaron los valores de las constantes de disociacion acida de las especies
excitadas (K,*) de varios derivados pterinicos (tabla 4.2). Comparando estos valores con
los correspondientes a las constantes de disociacidn acida obtenidas por titulacion
espectrofotométrica (K,) (ver tabla 2.2, capitulo 2), puede apreciarse que, para la mayoria
de los compuestos estudiados, no existen diferencias significativas entre ambos grupos de
valores. En este punto, los autores proponen dos posibles hipotesis para explicar estos
resultados: el valor de pK,* del equilibrio entre las dos formas 4cido-base excitadas es
igual al valor de pK, de las especies en estado basal; o que la desactivacion del estado S*
de la forma 4cida (o alcalina) es mucho mas rapida que su deprotonacién (o protonacion,

segun corresponda).
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Compuesto | pK,*
2p1 8,0+0,3
CpT 7,7£0,2
WIFPT 7,0£0,3
UINPT 7,6+0,4
VIBPT 8,0+0,3

Tabla 4.2: Valores de pKa* del equilibrio amida-fenolato en las pterinas, obtenidos a partir de la

titulacion espectrofluorométrica.

Adicionalmente, se realizaron experimentos de Single Photon Counting, para las
formas acidas y basicas de PT, CPT, FPT, BPT, NPT y AF, y se determinaron los tiempos
de vida de fluorescencia (tr)!"'?. En todos los casos se observo que los decaimientos de
fluorescencia de las pterinas siguen un comportamiento exponencial de primer de orden.
En la tabla 4.3 se listan los valores de los 1 para las formas acidas y alcalinas de los seis
compuestos estudiados. Puede observarse que los tr para las formas acidas son mayores
que los de las correspondientes formas alcalinas. También es apreciable que se encuentran

afectados por el tipo de sustituyente en la posicién 6.

Tr (ns
Compuesto (pH=5, 5; ( (sz= 105)
(2lpT 7,6 5,0
(2ACpT 5,8 4.1
EpT 7,9 2,2
H2AF 7,0 3,5
MBPT 9,1 7,6
UINPT 8,9 7.4

Tabla 4.3: Tiempos de vida de fluorescencia (1) de las formas acida y alcalina de pterinas (error + 0.4

ns).

Se observé una fuerte disminucion de la fluorescencia de PT, CPT y FPT a pH
superiores a 112, Este efecto fue atribuido al quenching de fluorescencia de la forma

alcalina de estos compuestos por iones OH". El andlisis de Stern-Volmer sugirié que el
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proceso de quenching por OH es de tipo dindmico. En la tabla 4.4 se listan las

correspondientes constantes de velocidad de quenching de fluorescencia (k).

Compuesto | &, (M"s")
N2ApT 3,6x10°
2ACpT 1,9x10°
12AppT 1,1x10"

Tabla 4.4: Valores de las constantes de velocidad de quenching de fluorescencia de pterinas por anién

OH' (k).

Por dltimo, se estudiaron procesos de quenching de fluorescencia por ciertos
aniones. Este trabajo se realiz6 sobre cinco derivados pterinicos: PT, CPT, FPT, BPT y
NPT Los resultados presentados en este estudio muestran una dependencia
importante con la naturaleza del anién estudiado, como asi también con el pH. Los
resultados muestran que la fluorescencia de la forma 4cida de todos los compuestos
estudiados, es desactivada por los aniones acetato y fosfato. En todos estos casos, el
analisis de Stern-Volmer indica que el proceso de quenching, es de tipo dinamico. En la
tabla 4.5 se listan los correspondientes valores de kq. Por el contrario, los experimentos en
medio alcalino, muestran que el proceso de quenching por estos dos aniones es mucho
menos eficiente que el observado en medio acido; con valores de kq mas de un orden de
magnitud inferior. Por otro lado, no se detectd quenching de fluorescencia por otros

aniones (cloruro, nitrato y sulfato) tanto para la forma acida como alcalina.
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Fosfato | Fosfato | Acetato

Compuesto pH=6,2 pH=10,5 pH=6,2
kq k kq

a0°M's™ (10”?-‘_«,") 10° M's™

12pT 1,6 0,18 2,1
ACPT 0,93 --- 1,6
UAEPT 1,2 - 1,3
UVIBPT 1,5 0,11 1,6
"INPT 1,3 0,09 1,5

Tabla 4.5: Constantes de velocidad de quenching de fluorescencia (k) de pterinas por fosfatos y

acetatos.

Los fenémenos de quenching por aniones pueden afectar las medidas de la emision
de las pterinas y pueden, por lo tanto, alterar la sensibilidad de los diferentes métodos
analiticos que utilizan dichas medidas. L.os aniones que presentan un interés particular, son
aquellos que pueden ser usados en distintos tipos de experimentos; por ejemplo, aquellos
aniones que estan presentes en eluyentes de uso comun en técnicas cromatograficas,

también aquellos usados para fijar la fuerza i6nica, el pH, etc.

4.3  Aplicaciones de la fluorescencia de las pterinas.
4.3.1 Métodos analiticos para la determinacion de pterinas.

La amplia distribucion de las pterinas en la naturaleza y su importancia biologica,
ha llevado, a lo largo de los ultimos afios, al desarrollo de numerosas técnicas analiticas de
caracterizacion y cuantificacion de diversos derivados de esta familia de compuestos. La
elevada emision fluorescente que presentan estos compuestos, ha sido una herramienta por
demas util para el desarrollo de muchos de los métodos de deteccion de pterinas!'?, ya sea
en el campo de la bioquimica clinica, para su caracterizacion y cuantificacion en diferentes
fluidos bioldgicos; como asi también en el campo de los alimentos.

En cromatografia en capa delgada (TLC) se utiliza la emision de las pterinas para

revelar las placas luego de las corridas. Esta técnica que fue utilizada en el presente trabajo
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de tesis, sera explicada con mayor detalle en el capitulo 8. En cromatografia liquida de alto
rendimiento (HPLC) se utilizan detectores de fluorescencia para cuantificar pterinas en
muy bajas concentraciones. Este método muy sensible, es empleado en fluidos biologicos

tales como suero y orina.

4.3.2 Derivados pterinicos como marcadores fluorescentes.

La fluorescencia es una herramienta util en el estudio de los acidos nucleicos y su
interaccion con las proteinas. Una de las maneras de investigar diferentes aspectos de las
propiedades fisicoquimicas del ADN; tales como, la cinética de interaccién con otras
biomoléculas y los cambios de estructura; es mediante el empleo de sondas de ADN que
contienen grupos fluoroforos. Recientemente se han desarrollado algunos analogos
estructurales de los nucledtidos del ADN! ¢ en los cuales la base nitrogenada ha sido
reemplazada por una molécula de un derivado pteridinico. Debido a la gran similitud entre
el doble anillo pterinico y la guanina (figura 4.5), la incorporacion de ciertos derivados
pterinicos a moléculas de ADN no modifica la estructura de la macromolécula en forma
apreciable, como lo demuestran medidas de temperaturas de fusion. Estas moléculas de
ADN que contienen pterinas, presentan la fluorescencia caracteristica de las mismas,
herramienta por demads til para proporcionar informacion sobre la estructura del ADN y
su respuesta a interacciones con otras moléculas, tales como proteinas, etc. Por ejemplo,
cualquier interaccion de un compuesto con una molécula de ADN que contiene un
derivado pterinico provoca un cambio en la fluorescencia de la misma con una alta
sensibilidad!'®. Esta nueva aplicacion incrementa el interés en el estudio de las

propiedades de fluorescencia de las pterinas y de compuestos relacionados.
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Figura 4.5: Comparacion entre la estructura quimica de 2’-deoxi-Guanosina, con la de un anilogo

estructural donde se ha reemplazado la bése purica por un derivado pterinico.

4.3.3 Pterina como marcador de mutaciones especificas del ADN.

Existen numerosos tipos de alteraciones del ADN capaces de generar mutaciones,
entre los cuales se encuentra la generacion de sitios abasicos. Una molécula de ADN con
un sitio abasico es una molécula que ha perdido una Unica base nitrogenada[”'. La
necesidad de detectar rapidamente este tipo de alteracion, ha llevado al desarrollo de un
gran numero de técnicas. Entre ellas se encuentra el uso de pequefios compuestos
fluorescentes (sintéticos o naturales) capaces de reconocer y unirse especificamente a los
diferentes nucledtidos.

['"*] s¢ ha demostrado la capacidad de PT de unirse a sitios

En trabajos muy recientes
abasicos presentes en oligonucloétidos sintetizados artificialmente (figura 4.6a). Esta
interaccion, que se genera por la union de PT a la guanina por puentes de hidrégeno (figura
4.6b), produce cambios en la fluorescencia de PT. Por consiguiente, la emision de este
compuesto es una herramienta para la deteccion de sitios abasicos. Esta técnica podria

aplicarse en la deteccion rapida de mutaciones presentes en genes.
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Figura 4.6: a) llustracion esquemadtica de la interaccion de una molécula de pterina con una doble
hélice de ADN conteniendo un sitio abésico. b) Interaccion por puente de hidrégenos entre una

molécula de pterina con guanina.

4.4  Estudios previos sobre la produccion fotoquimica de '0, por pterinas.

En el capitulo 1 se describicron los métodos de generacién de 'O, y
particularmente se detallé el método fotoquimico. En el afio 1981 aparecieron los primeros
trabajos en la literatura que sugerian la capacidad de algunos miembros de la familia de las
pterinas para generar 'O, fotoquimicamente!'*'!. Los autores Momzikoff e. al., estudiaron
reacciones de fotosensibilizacion en las cuales los sustratos eran diversos aminoacido y
bases puricas, y los fotosensibilizadores eran PT e isoxantopterina. Sin embargo, en ese
trabajo no se publicaron valores de los ®4. En el afio 1995 se publicéd otro trabajo en la
literatura, donde también se sugeria la capacidad de algunas pterinas para generar 'O,
fotoquimicamente!””!. En el afio 1996 fue informado el rendimiento cuantico de produccion
de 'O, (®,) en soluciones de DPT y 6-tetrahidroxibutilpterina (figura 4.3)" En este
trabajo, la deteccién del 'O, se llevé a cabo midiendo la fosforescencia a 1270 nm del '05
presente en soluciones de los compuestos estudiados en agua pesada (D,0).
Recientemente, en el afio 2003, en nuestro laboratorio se realizaron estudios sistematicos
de la capacidad de produccién de 'O, por parte de algunos derivados pterinicos. En
particular, el estudio se llevo a cabo con soluciones acuosas de PT, CPT, FPT, AF, BPT y
NPT. Los resultados de este estudio ponen en evidencia la elevada eficiencia de

produccién de 'O, por parte de estos compuestos (excepto el AF), alcanzando valores de
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@, incluso superiores a 0,40. Ademas, se observa que tanto la naturaleza del sustituyente
en la posicion 6 del anillo pterinico, como el pH afectan considerablemente la eficiencia de
produccion de '0, (tabla 4.6).

En este estudio también se determiné la constante de quenching total de 'O, (kr)
por los derivados pterinicos mencionados en el parrafo anterior. Los valores de kr
obtenidos para las correspondientes formas alcalinas se encuentran listados en la tabla 4.6.

Puede apreciarse que el valor hallado para el AF es un orden de magnitud superior al del

resto de los derivados pterinicos estudiados.

1 -1
Compuesto (quilg,S) (pDi)fﬂ,S) ,;;I()IZII 0?5))

2ipT 0,1840,02 | 0,30+0,02 | 2.9x10°
2ICPT 0,2740,03 | 0,37+0,03 | 1,4x10°
EUEPT 0,45+0,05 | 0,47+0,05 | 1.4x10°
CUBPT 0,3440,01 | 0.40+0,01 | 2,4x10°
CUNPT 0,23+0,01 | 0,34+0,01 | 2,3x10°
CUAF <0,02 <0,02 3,0x10’

Tabla 4.6: Rendimientos cuinticos de produccion de oxigeno singlete (®,) y constantes de velocidad de

quenching total de oxigeno singlete por pterinas (k).

4.5 Conocimientos previos sobre la fotoquimica de pterinas.

Se sabe desde hace mucho tiempo que las pterinas oxidadas en solucién acuosa son
fotosensibles?>?. Sin embargo, pocos grupos de investigacion se han abocado al estudio
de las reacciones fotoquimicas que sufren estos compuesto. En esta seccion se resumen los
primeros estudios que mostraron que el AF se oxida al ser irradiado con luz UV en
presencia de O,, los trabajos del investigador aleman Wolfgang Pfleiderer y los estudios
mucho mas recientes realizados por el grupo de investigacion en el cual se desarrollo el

presente trabajo de tesis.
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4.5.1 Fotoquimica de Biopterina y Neopterina.

El investigador aleman Wolfgang Pfleiderer ha publicado numerosos trabajos sobre
diversos aspectos quimicos de las pterinas y las lumazinas. Este autor y sus colaboradores,
han realizado diversos estudios en el area de la fotoquimica de compuestos
estructuralmente muy relacionados; y en particular, puede citarse una publicaciéon sobre
biopterina (BPT) y neopterina (NPT)?. En este trabajo, los autores muestran que la
fotooxidacion de BPT a CPT, que habia sido descripta anteriormente®”), ocurre en un

proceso que involucra varias ctapas. Esta secuencia de reacciones puede apreciarse en la

figura 4.7.

— l 0
H H
_ Il
o =< HC—CH;—R
HO R Idehid
N CHOH CH.R aldehido
HN z 2 0 OH
)\)‘I | \CHai hv H | H,0 O O
x ~ N._-CH H [l
HN" "N” °N !j\l\ | j/ HN /LiN CH
N o
- S LT
R=OH....NPT — M — HNONN
6-formil-5,8-dihidropterina
02
0 o 0 9
N N
X N O x NS
HN" N7 N ' HNTONTON
CPT FPT

Figura 4.7: Fotélisis de BPT y NPT segin esquema de reacciones propuesto por Pfleiderer y

colaboradores en 1977,

En una primera etapa, observada realizando la irradiacion en condiciones
anaerdbicas, BPT se escinde en su cadena lateral rindiendo dos fotoproductos. Uno de
ellos, fue identificado mediante experimentos de TLC como acetaldehido. El otro, de
naturaleza pterinica, presenta una banda de absorcién ancha y de intensidad relativamente
baja, con maximo en una zona del espectro en la cual las pterinas oxidadas normalmente

no presentan absorcion de luz (475 nm). Diversas evidencias indirectas que se detallaran a
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continuacion permitieron a los autores postular que este segundo fotoproducto es 6-formil-

5,8-dihidropterina.

v Un  compuesto  pteridinico  5,8-dihidrogenado  (6-acetil-1,3,7-trimetil-5.8-
dihidrolumazina), preparado electroquimicamente, mostraba una banda de absorcion de
baja intensidad con maximo en 488 nm. Caracteristicas espectroscopicas similares
fueron observadas en 1,4-dihidropirazinas!*®!,

v' Este fotoproducto pudo ser preparado a partir de FPT mediante un proceso de
fotorreduccién en presencia de acido 1,4-ciclohexadieno-1-carboxilico!’ %!,

v" Si bien los isomeros 7,8-dihidro son los isdmeros mas estables para las dihidropterinas,
consideraciones teoricas sugieren que los isémeros 5.8-dihidro podrian ser
estabilizados por la presencia del grupo formilo en la posicion 6.

Pfleiderer y colaboradores propusieron que la reaccion tiene lugar mediante un
mecanismo de clivaje Norrish tipo II. Segin esta hipotesis, inmediatamente después de la
ruptura de la molécula de BPT, se formaria un intermediario (I, en el esquema de la figura
4.7) que rapidamente se transformaria en 6-formil-5,8-dihidropterina, el primer compuesto
quimicamente estable. Cuando se suministra aire a la solucion, el intermediario 6-formil-
5,8-dihidropterina se oxida rapidamente a FPT. Si la irradiacion prosigue en presencia de
O, este compuesto se oxida, a su vez, a CPT. Sin embargo, esa reaccion fue estudiada en
detalle recién mucho tiempo después (ver mas adelante).

En esta publicacion se informa el rendimiento cuantico de consumo de BPT
solamente a pH 10 (®=0,11). En estas condiciones la molécula estd presente
mayoritariamente en su forma anidnica. Sin embargo, se menciona que la reaccion tiene
una fuerte dependencia con el pH, sugiriendo que la fotdlisis de la forma neutra (forma
acida) es mas lenta, y que la forma catidnica es fotoestable.

NPT, por su parte, sigue una via de fotodegradacién similar a la observada para
BPT, rindiendo 6-formil-5,8-dihidropterina y, posiblemente, glicaldehido. Sin embargo, en
este caso, no fueron publicados los rendimientos cuanticos ni el efecto del pH sobre las
reacciones involucradas.

En una publicacion posterior, Pfleiderer, junto a otros autores describieron la
degradacion fotoquimica de otras dos polihidroxialquilpterinas: 7-isobiopterina y
2-N,N-dimetilbiopterina (figura 4.8)"°!. En ambos casos observaron procesos similares al

observado en la degradacion fotoquimica de BPT. Es decir, en las fotolisis se producian
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fotoclivajes que obedecian un mecanismo de Norrish tipo II. Asimismo encontraron (6 0
7)-formil-5.8-dihidropterina como producto de la irradiacion anaerdbica y (6 6 7)-

formilpterina como producto luego del suministro de O,.

0 o)
N N CHQH /CH3
- o’
HN | CHOM HN | CHOH
PPN N PPN
H,N N N N

CHOH CH, (CH,) N~ N

7-isobiopterina 2-N,N-dimetilbiopterina

Figura 4.8: Estructura quimica de 2 polihidroxialquilpterinas estudiadas por Pfleiderer.

4.5.2 Fotoquimica del acido félico.

En 1944 se observo, por primera vez, que la luz UV convertia al AF, que es un

compuesto no fluorescente, en otro ﬂuorescente[30].

Poco después, otro grupo de
investigacion descubrié que la luz solar provoca la liberacion de una amina diazotable en
soluciones de AF®'). En base a estos resultados propusieron el clivaje fotoinducido del AF,
en un componente pterinico y acido p-aminobenzoilglutamico (PABG).

Teniendo en cuenta estos estudios previos y con el proposito de obtener
informacion para desarrollar un método analitico sensible para la determinacion del AF,
Lowry, Bessey y Crawford llevaron a cabo un estudio dirigido a la identificacion de los
productos de la fotolisis®*!. Estos estudios fueron realizados irradiando AF en soluciones
acuosas de acido acético 0,01 M. A partir del analisis de estos experimentos, los autores
infirieron que en la reaccion de descomposicion fotoquimica del AF se produce la
liberacion de una amina aromatica; sin embargo, no pudieron identificarla.

Por el contrario, los autores fueron capaces de identificar derivados pterinicos
presentes en las soluciones irradiadas de AF. En particular, se describi6 la presencia de
FPT, CPT y PT. Para la identificacion de estos fotoproductos se compararon los espectros
de absorcion y los espectros de emision de las soluciones de AF irradiadas durante
intervalos de tiempo crecientes, con la de los correspondientes patrones. A partir del

analisis detallado de los resultados experimentales obtenidos por métodos indirectos, los
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autores propusieron la secuencia de reacciones mostrada en la figura 4.9. Si bien en esta
publicacién no se presenta un estudio de la fotolisis en funcion del pH, se advierte que, en
medio alcalino, el aumento de la fluorescencia con el tiempo de irradiacidon se torna mas

lento. Asimismo se describe que en ausencia de O, las reacciones son mucho mas lentas.

0 0 H,N-Ar

HN /N Cd& o © h amina diazotable
PR | NHM v S 5
NS NS
HN N N H \ N (I.l,H
0] HN g
AF j/
o |
PN

FPT

hv
0 o) o
N N
L T
HZN/L\N SN H,N SN N
PT CPT

Figura 4.9: Esquema de reacciones propuesto por Lowry y colaboradores en 1949,

El esquema de reacciones propuesto sirvid como base de partida para futuras
investigaciones. Mucho mas recientemente, el grupo en el cual se realizo el presente
trabajo de tesis, realiz6 estudios sistematicos de la fotolisis del AF, empleando métodos de
analisis mas directos y modernos'>>?*!. Se evalué la dependencia del pH y la participacion
del O; y sus especies reactivas en los mecanismos de fotolisis. Adicionalmente se
determinaron parametros cinéticos caracteristicos de estas reacciones. A continuacion se
hara una breve descripcion de los resultados obtenidos.

En la fotolisis del AF en medio acido pueden distinguirse al menos tres etapas. En
la etapa inicial de la fotdlisis, cuando el AF absorbe casi la totalidad de la luz incidente
(UV-A 350 nm) se excita y genera 'O, con un rendimiento cuantico muy bajo. Esta forma
excitada del O, reacciona con el AF provocando su ruptura, dando lugar a la formacion de
FPT y PABG. Este proceso muestra una cinética de orden 0 con un rendimiento cuéntico

de consumo de AF (®af) igual a 2,5x1072.
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En la segunda etapa, se observa una aceleracion en el consumo del reactivo y en la
formacion de FPT. Debido a que FPT también genera 'O,, pero con un rendimiento
cuantico muchisimo mayor (®,=0,33), cuando la concentracion de este fotoproducto es lo
suficientemente alta como para que la luz absorbida por él no sea despreciable, la
velocidad de formacién de 'O, aumenta y, por ende, su concentracién en el medio. Esto
explica el incremento en la velocidad de la transformacion de AF en FPT al avanzar la
fotolisis. EI mecanismo de esta fotolisis esta esquematizado en la figura 4.10.

Finalmente, puede reconocerse una tercera etapa en la cual tanto la concentracion
de AF como la de FPT decrecen con el tiempo de irradiacion. En este periodo se observa
un aumento continuo de la concentracion de CPT. Sin embargo, el balance de masas

realizado con las tres especies sugiere que este ultimo compuesto es. a su vez fotosensible.

o -
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Figura 4.10: Esquema de reacciones propuesto para la fotélisis del AF en medio acido. Las especies

excitadas se indican con *.

Los resultados de la fotolisis del AF en soluciones acuosas alcalinas presentan
similitudes y diferencias respecto de los resultados en medio acido. En primer lugar, el

rendimiento cuantico de consumo de AF (®a=5,1x107) es significativamente menor que
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el medido para la forma acida ((DAF=2,5x10'2). El mecanismo mostrado en la figura 4.10
fue también propuesto para la fot6lisis de la forma alcalina del AF. Sin embargo, no todo el
reactivo consumido se transforma en FPT, siendo el rendimiento cuantico de formacion de
este compuesto de s6lo 2,9x107. En las soluciones irradiadas se detecto la presencia de dos
productos de reaccion adicionales, los cuales no pudieron ser identificados directamente
mediante el empleo de soluciones de compuestos patron y a las que se denomind
arbitrariamente sustancias A y B. El compuesto A, es un fotoproducto directo de la
fotolisis del AF, formado a través de un mecanismo de reaccion similar al de la formacion
de FPT; es decir, se trata de una fotooxidacion en la cual el 'O, es el intermediario
reactivo. La sustancia B, por su parte, proviene de la descomposicion de la sustancia A.
Esta transformacion es una reaccion térmica lo suficientemente lenta como para que ambos
compuestos puedan ser detectados, pero cuya velocidad es fuertemente dependiente del
pH, acelerandose al aumentar el mismo.

En medio alcalino se observa un efecto de aceleracion de la fotolisis con el tiempo
de irradiacion, que puede ser explicado de la misma manera que en medio acido. FPT en
medio alcalino genera 'O,, con una eficiencia (®,=0,31) similar a la que muestra en
soluciones 4cidas (©4=0,33). El rendimiento cuantico de formacion de 'O, del AF es, por
su parte, muy pequefio. En consecuencia, cuando la concentracion de FPT es lo
suficientemente alta como para que la luz absorbida por él no sea despreciable, la
velocidad de formacion de 'O, aumenta y, por ende, su concentracién en el medio. Esto
explica el incremento en la velocidad de degradacion del AF a través de las dos vias al
avanzar la fotolisis.

La figura 4.11 muestra las vias de la fotodegradacion del AF y el mecanismo que
involucra al 'O, como especie activa del O,. Nétese que la diferencia fundamental con el
esquema presentado en la figura 4.10, para la fotdlisis en medio acido, radica en que el AF

. , .. 1
reacciona por dos vias distintas con el "O,.
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A

amg/“ "

écndo p-ammobenzoﬂglutamnco

(X
Boss @««f 2/ hv

\

Figura 4.11: Esquema de reacciones propuesto para la fotélisis del AF en medio alcalino. Las especies

excitadas se indican con *.

4.5.3 Fotoquimica de FPT en soluciones acuosas.

Por otro lado, también se estudié la fotolisis de FPT en soluciones acuosas acidas y
alcalinas!'****!. En ambos medios, la fotooxidacion de FPT a CPT ocurre a través de un
proceso que puede ser dividido en dos etapas. En una primera etapa, en la cual no participa
el O, la excitacién de la molécula conduce a la formacion de un “compuesto rojo” que
posee caracteristicas espectrales muy particulares. En una segunda etapa, en la cual no se
requiere luz, este fotoproducto reacciona con el O; del medio formandose CPT que es el
producto final. En la figura 4.12 se presenta el esquema de reaccion para la forma acida de
FPT. El rendimiento cuantico de la reaccion global de descomposicion de FPT en medio
acido fue mayor (®Fp'|~=3,9x10°2) que el observado en medio alcalino (9,0x10‘3).

Debido a las caracteristicas espectrales y a su reactividad fue propuesto que el
compuesto rojo detectado tanto en medio acido como en medio alcalino es el mismo; y que

podria tratarse de un 6-acil-5,8-dihidropterina similar a los propuestos como fotoproductos
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de la fotolisis de otros derivados pterinicos como BPT y NPT (ver seccion 4.1). En

particular, podria tratarse del derivado 6-carboxi-5,8-dihidropterina.

o 0 o o o 0
N.__CH ¥ N 0
NS NS N NS
HNT N7 N 2N/L\N N NN

H,N
FPT 6-carboxi-5,8-dihidropterina CPT
Figura 4.12: Foté6lisis de FPT en medio acido.

4.5.4 Fotoquimica de CPT en soluciones acuosas.

Los resultados de la fotolisis de CPT en medio acido se encuentran resumidos en la
figura 4.13%1, CPT se degrada fotoquimicamente a través de, al menos, dos vias. En una
de ellas se transforma en pterina, siendo esta reaccion independiente de la presencia de O,
y con un rendimiento cuantico de aproximadamente 2x107. La otra via involucra una
fotooxidacion en la cual participa el O, disuelto en el medio y cuando éste es eliminado la
reaccion no ocurre. El rendimiento cuantico de este ultimo proceso puede estimarse,
suponiendo que existen solo dos vias de reaccion, a partir de la diferencia de los
correspondientes al consumo de reactivo y formacion de PT. Este calculo arroja un valor
cercano a 3x107. Estos rendimientos cuanticos son mucho menores que los medidos en las
fotolisis de AF y FPT. Este hecho explica la acumulacion de CPT en dichas fotdlisis y su
relativa fotoestabilidad.

Con respecto a la via oxidativa, €sta rinde fotoproductos que no son derivados
pterinicos. Por lo tanto, puede deducirse que esta reaccion involucra un ataque del O, al
doble anillo pterinico, lo cual no fue observado en ninguna de las reacciones detalladas

anteriormente.
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Figura 4.13: Fotdlisis de CPT en soluciones acuosas acidas.

En medio alcalino, CPT presenta un comportamiento particular. Este compuesto es
fotoestable en condiciones anaerdbicas, mientras que se degrada fotoquimicamente en
presencia de O,. El andlisis de las soluciones irradiadas revela que los fotoproductos han
perdido la estructura basica de doble anillo comin a todos los compuestos pterinicos. Por

otra parte, el ®¢cpr es mucho menor que los observados para otros derivados pterinicos.
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Capitulo 5
——

ESPECTROSCOPIA ELECTRONICA

Existen numerosas técnicas espectroscopicas que permiten estudiar los estados
excitados de las moléculas organicasg En particular, los espectros de absorcion y emision
de una molécula proveen informacion fundamental sobre la estructura, estado energético y
dinamica de los estado excitados!'?'y En este capitulo se detallan los métodos
espectroscopicos empleados para el estudio de los estados excitados de las pterinas en
solucion acuosag También se explica que informacion se obtiene con cada técnica y cdmo

se analiza la misma.

5.1.  Absorcién.
5.1.1. Espectros de Absorcion.

Un espectro de absorcion es un registro de la intensidad de la absorcion de luz por
una muestra en funcion de la longitud de onda (o frecuencia) de la luz incidente. Un
espectro de absorcion muestra qué longitudes de onda son absorbidas por la molécula en
estudio al pasar de niveles de menor a mayor energia. Las bandas observadas en el espectro
dan informacion sobre las diferencias energéticas entre los estados energéticos de una
moléculal’?). Un espectro de absorcién UV-visible no proporciona una clara identificacion
de un compuesto. Sin embargo, es muy util para observar cambios en los grupos
funcionales de una molécula, debido a que es muy sensible a ellos. Por ejemplo, formas
acido-base diferentes de una misma sustancia pueden ser identificadas claramente por las
diferencias en sus espectros de absorcion.

Para obtener un espectro de absorcion se requiere de un equipo que posea una
fuente de luz estable, con capacidad de variar la longitud de onda en forma continua en la
region UV-visible del espectro electromagnético. Debe poseer también un detector capaz
de responder linealmente con la intensidad de la radiacion transmitida a través de la

muestra. La muestra puede encontrarse en fase gaseosa, liquida o sélida, pero usualmente
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se encuentra en soluciones diluidas, contenidas en celdas de vidrio o cuarzo. La celda debe
ser transparente a la radiacion, por ello el uso de celdas de cuarzo es esencial para
longitudes de onda menores que 300 nm. Si la muestra se encuentra en solucidn, debe
realizarse una correccion por el solvente, debido a que el mismo puede presentar absorcion
UV-visible.

Los espectros de absorcion se obtuvieron con espectrofotometros Cary 3 'y Cary 5
(Varian). Estos equipos permiten obtener espectros en el intervalo de longitudes de onda
comprendido entre 190 y 900 nm. Son espectrofotometros de barrido de doble haz y simple
haz, respectivamente, provistos con programas adecuados para registrar y almacenar los
espectros. Estos programas también promedian sefiales que permiten suavizar los espectros
cuando la relacion sefial/ruido es desfavorable. Los espectros se realizaron utilizando agua
como blanco. Se utilizaron celdas de cuarzo, y, segin la absorbancia de la muestra, se
eligieron celdas de diferentes caminos opticos: 0,1; 0,2 0 1 cm.

Ademas de brindar informacién sobre los estados excitados de las pterinas, los
espectros de absorcion en este trabajo fueron una herramienta fundamental para fijar
condiciones experimentales: en ciertos experimentos se emplearon medidas de absorbancia
para determinar la concentracion de derivados pterinicos en solucién, como asi también
para controlar la estabilidad de las soluciones almacenadas. Asi mismo, los espectros de
absorcion se utilizaron para detectar y controlar cambios quimicos como consecuencia de
la irradiacidn o reacciones térmicas (ver seccion 8.3.1, capitulo 8). Los cambios espectrales
observados pueden ser indicativos de cambios quimicos, y los espectros de absorcion de
las moléculas que aqui se estudian son muy sensibles a alteraciones en su estructura

quimica.

5.1.2. Titulacién espectrofotométricas.

Entre los numerosos métodos analiticos disefiados para el estudio de los equilibrios
acido-base y la determinacion de sus respectivas constantes de disociacion acida (K,), se
destaca la titulacion espectrofotométrica. Esta técnica se basa, en el analisis de la variacion
del espectro de absorcion de una solucion de la sustancia estudiada cuando se cambia el pH
14-6]

de la misma sin cambiar su concentracion A continuacion se describiran las
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consideraciones generales, junto con la deduccion de las ecuaciones empleadas en una
titulacion espectrofotométrica:
El equilibrio 4cido-base que presentan las pterinas (ver capitulo 2) puede representarse
mediante la siguiente reaccion.

HA s A +H (1)

donde HA representa a la forma acida Y A™ a la forma alcalina; Y K, es la constante @
equilibrio de esta reaccion o constante de disociacidn acida.

Sobre consideraciones sencillas basadas en el equilibrio entre dos formas acido-
base de una sustancia puede deducirse una ecuacién que vincula la absorbancia de la
solucion, a determinada longitud de onda, con el pH (ver deducciéon matematica en los

parrafos siguientes):

AT=10".{b+(a-b).[Ka/ (Ka+ 10} (2)

donde At es la absorbancia de la solucién a una longitud de onda determinada; a y b son
los coeficientes de absorcion molar, a dicha longitud de onda, de las formas alcalina y

acida respectivamente; K, es la constante de ionizacion del compuesto y x el pH.

La ecuacién 3 permite plantear la absorbancia total de la solucion (At), a una
determinada longitud de onda, como una funcién del pH. Considerando que las unicas
especies que absorben luz en la region del espectro analizada son las formas &cida y

alcalina de la molécula cuya K, se quiere averiguar, pueden plantearse las siguientes

ecuaciones:
AHA = €Ha . [HA] (3)
AA =€ . [A] 4
AT = Ana+ Ax =€HAa. [HA] + €A™, [AT] (5)
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donde AHa y AA” son las absorbancias de las formas acida y alcalina respectivamente, €Ha y

€a” son los coeficientes de absorcion molar de las formas acida y alcalina, respectivamente
y, por ultimo, [HA] y [A"] son las correspondientes concentraciones molares.
La constante de disociacion acida de equilibrio representado en la ecuacion (1)
viene dada por la siguiente expresion:
Ka=[H"].[A]/[HA] (6)
Ademas se define la concentracion total o analitica (C) como la sumatoria de las
concentraciones de las dos formas acido-base:
C = [HA] + [A] )
despejando [HA] de (7) y reemplazandolo en (5) se obtiene:
AT=¢€eHA.(C-[A] +ea . [A] (8)
despejando [HA] de (7), reemplazandolo en (6) y luego despejando [A’] se obtiene una
expresion que relaciona [A'] y C.
[A]=C.Ka/(Ka+[H]) 9)
reemplazando esta expresion (9) en (8) se obtiene:
At=gna.(C-C.Ka/(Ka+[H])+ea.C.Ka/(Ka+[H]) (10)
reordenando los términos se obtiene:
AT=C [EHA + (EA - €HA) . Ka/ (Ka + 10PM)] (11
reemplazando en la ecuacion (11) C por 10* | que es la concentracién que se usé en las

titulaciones, €Ha por a, €a” por b y pH por X, se llega a la ecuacion (2).

En el presente trabajo de tesis, los valores de K, de los derivados pterinicos
estudiados fueron determinados mediante la técnica de titulacion espectrofotométrica; es
por esto que en esta seccion se expondran los detalles técnicos de este procedimiento
experimental.

Se prepararon soluciones de concentracién conocida (solucién madre), pesando
cantidades adecuadas de la sustancia en estudio y luego disolviéndola en soluciones
acuosas de Na(OH) diluida (pH=11). Esto favorece la disolucién, debido a que en medio
alcalino, tal como se explicé en el capitulo 2, todas las pterinas presentan al menos un
grupo ionizado (fenolato) y, por ende, su solubilidad es mayor que en soluciones acidas o

ligeramente 4cidas. La concentracion de la solucién madre se ajusté de manera tal que la
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absorbancia de las soluciones fuera adecuada para realizar las medidas en el
espectrofotometro (Cary3, Varian). Tipicamente, se prepararon soluciones de
concentracion 100 uM, las cuales presentan valores de absorbancia comprendidos en el
intervalo entre 0,1-1,5, dependiendo de la naturaleza del compuesto estudiado.

La solucion madre se dividio en dos fracciones, una de las cuales se mantuvo a pH
11 y la otra se llevé a pH 4 mediante el agregado de pequefios volimenes de solucion
acuosas de HCI] (6N). Para realizar esta operacion se prepar6 la solucion de Na(OH) 3M
por pesada, usando Na(OH) en granallas, provisto por Merck (la solucién resultante no fue
titulada, pues esta operacion no es necesaria a los fines de este trabajo). Por su parte, se
prepar6 la solucion de HCl 6N a partir de solucién concentrada comercial provista por
Merck. El ajuste final de pH se realiz6 agregando pequeiios voliimenes de las soluciones de
HCl o Na(OH). En todos los casos este agregado se realizo empleando micropipetas,
siendo los volumenes adicionados menores al 0,5% del volumen de la alicuota. Teniendo
en cuenta esta condicion, puede considerarse que el aumento del volumen, al fijar el pH de
la solucion, es despreciable y, por ende, la concentracion no varia respecto a la solucion
madre.

Luego se realizé una mezcla de ambas soluciones en proporciones definidas, para ir
ajustando el pH a un valor deseado, este valor se registré con un medidor de pH (marca
Metrhom, provisto de un electrodo de vidrio combinado). Una vez alcanzado el pH
deseado se tomo el espectro de absorcidon de la solucién. Repitiendo este procedimiento,
mezclando las soluciones en proporciones diferentes, se prepararon sucesivas alicuotas de
pH diferentes, y a cada una de las cuales se le registro el espectro de absorcion. Se trabajé
sobre la misma alicuota en tanto y en cuanto no hubiese sufrido cambios inducidos por la
luz de analisis del espectrofotdometro. Este tipo de cambios es importante en soluciones de
derivados pterinicos muy fotosensibles. De esta manera, mediante la mezcla de las
soluciones madres de distinto pH en distintas proporciones, se logra modificar el pH de la
solucion en un amplio intervalo, sin modificar la concentracion de la sustancia cuya K, se
quiere determinar.

En todos los casos, se emple6 como blanco una solucién de agua (mili Q) y se
grabaron los espectros entre 200 y 500 nm. Para la mayoria de las medidas, se emplearon

celdas de cuarzo de 1 cm de camino optico. Cuando se trabajé con soluciones de
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concentracion mayor a la habitual (100 puM), se recurrié al uso de celdas de 0.2 cm de
camino optico.

Posteriormente, se graficaron los espectros de absorcion obtenidos. Se analizaron
los puntos isosbésticos con el fin de evaluar la cantidad de formas acido-base presentes en
el intervalo de pH estudiado. También se determinaron las zonas del espectro donde se
producian los mayores cambios en la absorbancia de las soluciones al variar el pH. Se
realizaron graficos de absorbancia en funcion del pH a distintas longitudes de onda. las
cuales se escogieron dentro de las zonas de mayor cambio de absorbancia (figura 5.1).
Sobre la base de estos resultados experimentales. se realizo el ajuste no lineal empleando la
ecuacion 2 (estos calculos se realizaron con el programa informatico SigmaPlot. version

8.0). que permitio obtener los valores de los parametros a, b y K,.

1.25
110

095

3720
A

0.80 !

0.65

0.50 -

Figura 5.1: Curva de titulacién obtenida para MPT. Las medidas de la absorbancia fueron realizadas
a 370 nm. La linea continua muestra la absorbancia calculada a partir del ajuste no lineal realizado

empleando la ecuacion 2.

5.2. Fluorescencia.
5.2.1. Espectros de emision.
Un espectro de emision es un registro de intensidad de la emisién como funcién de

la longitud de onda de la luz emitida. Los espectros de emisién son muy variables y

dependen de la estructura quimica de la molécula y del solvente en que la misma esta
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disuelta!'™!. Los espectros de emision se observan cuando una molécula excitada pierde el
exceso de energia radiativamente. Puede estimarse la diferencia de energia que existe entre
los estados involucrados en la transicidon. Si bien los espectros de absorcion como los de
emision dan informacion relacionada con los niveles de energia de las moléculas, existen
consideraciones practicas a tener en cuenta para elegir entre una u otra técnica.

Como se explico en el capitulo 1, hay dos formas de emitir la radiacion:
fluorescencia y fosforescencia. Ambas pueden distinguirse experimentalmente observando
el tiempo de vida del estado excitado. La fluorescencia cesa casi inmediatamente después
de interrumpir la irradiacion (10 - 10°® seg.), mientras que la fosforescencia se prolonga
durante un periodo de tiempo mas largo que el observado para la fluorescencia.

Se observa caracteristicamente que la radiacion de fluorescencia ocurre a longitudes
de onda mayores que la correspondiente a la radiacion incidente. Esta pérdida de energia,
fenomeno conocido como corrimiento o desplazamiento de Stokes, se debe a una serie de
fenomenos fisicoquimicos como: disipacion de energia vibracional, redistribucion de
electrones en moléculas del solvente, re-orientaciéon de las moléculas de solvente e
interacciones entre la molécula absorbente y las moléculas del solvente!' ).

Ocasionalmente la molécula excitada puede, por reordenamiento electronico, sufrir
cambios que le permiten alcanzar un estado triplete. Las propiedades de una molécula en el
estado triplete excitado difieren considerablemente de las propiedades de la misma en
estado singlete. Por otra parte una transicidn triplete-singlete resulta muy poco probable,
sin embargo, usualmente ocurre por un proceso denominado “‘cruzamiento intersistemas .
A pesar de que estas transiciones (T|—Sg) son menos probables, ocurren y la emision
resultante se denomina fosforescencia. Sin embargo, el tiempo para que la poblacion de
moléculas en estado T, se desexcite y regrese al estado basal Sy es mayor que desde un
singlete excitado.

Para obtener un espectro de emisiéon se necesita un equipo con una fuente de luz
UV-visible. La longitud de onda de excitacion se selecciona haciendo pasar el haz de luz
por un monocromador de excitacion. La muestra, que se coloca en celdas de cuarzo, recibe
la radiacion de excitacion en una cara de la misma, y emite por fluorescencia. La radiacion
emitida se observa perpendicularmente a la radiacion de excitacion, en un segundo
monocromador de emision que la dispersa y cada longitud de onda transmitida es detectada

por un detector.
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Para obtener los espectros de emision se utilizé un equipo Single Photon Counting
FL900CDT (Edinburgh Analytical Instruments). Este equipo puede realizar medidas de
estado estacionario (espectros de emision, espectros de excitacion), como asi también,
medidas resueltas en el tiempo (determinacion de tiempos de vida de estados excitados). El
equipo cuenta con dos lamparas diferentes: una pulsada y otra estacionaria. Para realizar
los espectros de emision utiliza la lJampara estacionaria de alta presion de Xendn (419 Kw).

Todas las medidas de fluorescencia se realizaron en soluciones acuosas. Se empled
una celda de cuarzo de 1 cm longitud de camino dptico. La temperatura de las muestras
(24,0%0,2 °C) se reguld con la ayuda de un dispositivo de circulacion de agua conectado a
un termostato. Se registraron los espectros de emision corregidos (el equipo corrige
automaticamente la respuesta del fototubo y del monocromador de emision) entre 360 y
650 nm, excitando con luz de longitud de onda correspondiente a la banda de menor
energia de la pterinas (350 nm). Sin embargo, algunos experimentos se realizaron
excitando las muestras con otras longitudes de onda, con el objetivo de estudiar la
influencia de la longitud de onda de excitacion sobre los espectros de emision.

Todas las medidas realizadas en el equipo Single Photon Counting utilizado en el
presente trabajo se realizaron en el Instituto Engler Bunte de la Universidad de Karlsruhe,
en el marco de un convenio de colaboracion entre dicho Instituto y el grupo de Cinética y
Fotoquimica del Instituto de Investigaciones Fisicoquimicas Tedricas y Aplicadas, INIFTA
(SECyT-BMFB).

También se realizaron medidas de emision empleando un espectrofluorometro
Perkin-Elmer LS50B. Con este equipo, se realizaron medidas de fluorescencia en estado
estacionario. Se registraron espectros de emision. Estas medidas se emplearon en
experimentos preliminares que permitieron luego disefiar los estudios sistematicos con la
técnica Single Photon Counting. En todos los experimentos realizados con el equipo
Perkin-Elmer LS50B se utilizaron celdas para fluorescencia de 1 cm x 1 cm y de 1 cm x

0.4 cm. La luz de excitacion utilizada fue de 340 nm, el ancho de rendija 0,4 cm.
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5.2.2. Espectros de excitacion.

Los espectros de excitacion registran la intensidad de la emision a una frecuencia
dada como funcion de la longitud de onda de la luz de excitacion. La excitacion se realiza
con luz de longitud de onda variable e intensidad fija.

El espectro de excitacion se puede presentar representando el rendimiento cuantico
de emision relativo a cada longitud de onda de excitacion. Generalmente, la mayoria de las
moléculas fluorescentes tienen rendimientos cuanticos y espectros de emision
independientes de la longitud de onda de excitacion. En consecuencia, el espectro de
excitacion de una molécula fluorescente se superpone con su espectro de absorcion'' !,

El equipo empleado en la determinacion de los espectros de excitacion de las
pterinas en solucion acuosa fue el Single Photon Counting. La presencia de los dos
monocromadores permite el registro de los dos diferentes tipos de espectros. Como se
detalld6 en la seccion anterior el espectro de emision de una muestra se registra
manteniendo el monocromador de excitacion en una longitud de onda fija. Por el contrario,
para obtener el espectro de excitacion debe mantenerse el monocromador de emision a una
longitud de onda fija a la cual emite la muestra, que generalmente coincide, o estd muy
proxima, con el maximo de emisién. El movimiento del monocromador de excitacion
permite seleccionar la longitud de onda de la radiacion absorbida por la muestra. Asi puede
medirse la intensidad de emision a una longitud de onda dada como funcidn de la longitud
de onda de excitacion.

La intensidad de la luz incidente varia con la longitud de onda debido a que la
lampara no provee una misma intensidad de luz en todo su espectro de emision. Entonces
los espectros de excitacion resultan distorsionados por dicho motivo. Por lo tanto, debe
realizarse una correccion de la sefial de intensidad de la emision de la muestra
transformandola en una sefial proporcional al nimero de fotones incidentes. Para ello se
usan referencias, a modo de contadores de fotones, como rodamina B, fluoresceina o
bisulfato de quinina, segin el intervalo de longitudes de onda necesario. El maximo de
emision y el rendimiento cudntico de emision de estas referencias es independiente de la
longitud de onda de la luz incidente, en determinadas zonas del espectro, por lo que
proveen una emision, a longitud de onda constante, proporcional al flujo de fotones de la

luz incidente.
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Los espectros de excitacion de los derivados pterinicos estudiados se tomaron
empleando como referencia rodamina B en etilenglicol (3 g/l). Este compuesto es
adecuado para ser utilizado como referencia en el intervalo comprendido entre 220 y 600
nm!'l. Los espectros se obtuvieron excitando con luz entre 230 y 440 nm, y se registré la
emision a 450 nm, longitud de onda cercana al maximo de emision de las pterinas en

solucidn acuosa.

5.2.3. Rendimientos cuanticos de fluorescencia.

En fotoquimica existen dos leyes fundamentales. La primera ley fue formulada por
Grotthuss y Draper y dice que solo la luz absorbida por una molécula puede producir
cambio fotoquimico en la misma. Se enfatiza luz absorbida, es decir, que la luz que
simplemente pasa por el sistema no produce cambio alguno. La evolucion de la teoria
cuantica llevé a Stark y Einstein a complementar esta ley, originando la segunda ley de la
fotoquimica: si una especie absorbe radiacion, por cada cuanto de energia absorbido se
excita una molécula. Esto indica que un solo foton es responsable del cambio fotoquimico
en una molécula. Sobre la base de estas dos leyes fundamentales puede definirse el término
rendimiento cuantico.

Los rendimientos cuanticos dan cuenta de la eficiencia de un proceso en términos
de la cantidad de energia luminica absorbida. El rendimiento cudntico de un proceso
fotofisico, como la fluorescencia (®y), puede expresarse en términos del numero de

moléculas fluorescentes respecto de los fotones de luz absorbidos:

D - Nro moléculas fluorescentes por unidad de tiempo y por unidad de volumen

(12)

Nro de cuantos absorbidos por unidad de tiempo y por unidad de volumen

Como el numero de fotones absorbidos es proporcional a la intensidad de la

radiacion absorbida (I4) y el niimero de fotones emitidos por fluorescencia es proporcional

a la intensidad de radiacion fluorescente (I;):

|
bp- L (13)

1a
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El ®f de especies moleculares (d) puede ser determinado experimentalmente por
comparacion de la intensidad de fluorescencia, I, medida como el area debajo del espectro
de fluorescencia corregido (Iy) y la intensidad de fluorescencia, medida de la misma forma,
de una solucidn de una referencia de rendimiento cuantico conocido (). Como la cantidad
de fotones absorbidos por la muestra y la referencia puede ser distinta, debe realizarse una
correccion teniendo en cuenta las absorbancias de ambas sustancias a la longitud de onda
de excitacion (Ay y Ay, respectivamente) Utilizando el mismo equipo, en idénticas
condiciones (longitud de onda de excitacion, celda, abertura de las rendijas, temperatura,

etc.) el Of se determina con la ecuacidn:

Oy= [(Ast.1o.ng")(Ag Lyng )| Dy (14)

donde n es el indice de refraccion del solvente. En todos los experimentos realizados para
este trabajo de tesis se utilizd el mismo solvente (agua) por lo cual el factor ndz/nst2 es igual
a 1. Esta ecuacion es valida sélo para soluciones diluidas, con absorbancia no mayor a
0,10. De lo contrario, A debe reemplazarse por 1-10™.

Se utilizdo el mismo equipo Single Photon Counting FL90OCDT (Edinburgh
Analytical Instruments) que se describio anteriormente, con la lampara estacionaria. Los
@ fueron determinados a partir de los espectros de fluorescencia corregidos obtenidos por
excitacion a 350 nm, usando como referencia bisulfato de quinina (Riedel-deHaen) en
solucion acuosa de H,SO4 0.5 M (CDFZO,546)[7‘8]. El espectro de fluorescencia de la
referencia se muestra en la figura 5.2. Para evitar efectos de filtro interno la absorbancia de

la solucion a la longitud de onda de excitacion se fijo en un valor menor a 0,10.
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Figura 5.2: espectro de emisién normalizado de sulfato de quinina en solucién acuosa de H,SO, 0,5 M.

Los ®r a longitudes de onda diferentes (®F") se calcularon a partir de los espectros

350

de excitacion y de los ®@f a 350 nm (®F"), utilizando la siguiente ecuacion:

o™= 0p . (1) / Igsoy) - [(1-10709) / (1-10)] (15)

Aqui I3y y I(350) son las intensidades de la emision medidas a 450 nm excitando a 350 nm y
a A, respectivamente, obtenidos de los espectros de excitacion; Apy y Agso las

absorbancias de la solucién a 350 nm y A, respectivamente.

5.2.4. Estudio resuelto en el tiempo de la fluorescencia.

El tiempo de vida de fluorescencia (1) de una sustancia representa el tiempo
promedio en que una poblacién de moléculas excitadas disminuye a 1/e de su valor
inicial'?l. Ademas, como se explicard mas adelante, la determinacién del 1 proporciona
valiosa informacidn en procesos de quenching. Por ejemplo, permite obtener informacion
sobre la frecuencia de colision con las moléculas quenchers, la fraccion de energia

transferida y la extension de reaccion en el estado estacionario.
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Para realizar las medidas de este parametro se necesitan equipos electrénicos y
detectores de muy alta velocidad, porque sus valores son del orden del nanosegundo. La
técnica consiste en excitar la muestra con un pulso de luz muy corto de longitud de onda
apropiada y registrar el decaimiento de la fluorescencia en funcién del tiempo. El pulso de
luz provoca la poblacion del estado singlete excitado. Si consideramos solamente un
proceso radiativo, la velocidad con que decrece el nimero de moléculas en el estado

excitado puede describirse con la siguiente ecuacion:

= kg N* (16)

donde kr es el coeficiente de velocidad de emision espontanea y N* el numero de
moléculas en el estado excitado. Al resolver esta ecuacion, se obtiene:

ke t
N*[:N*oe( £y (17)

donde N*; y N*, son el nimero de moléculas en estado excitado a un tiempo t y 0,
respectivamente. Por ello se espera que la intensidad de fluorescencia, que es proporcional
al naimero de moléculas en el estado excitado, tenga un decaimiento exponencial.
Teniendo en cuenta estas consideraciones, el ¢ se define como el tiempo requerido
para que la intensidad de fluorescencia alcance 1/e de su valor inicial. Es decir:
1
Tp= ——— (18)
ke
Para las medidas de Tt se utilizd el equipo Single Photon Counting, descripto
anteriormente en este mismo capitulo. Para los estudios resueltos en el tiempo este equipo
utiliza una lampara pulsada de nitrégeno (pureza > 99,9995), a 1,3 bar, y alimentada con
una tension de 6,3 kV y una frecuencia de repeticion de 40 kHz. En estas condiciones
emite, por cada pulso, una intensidad del orden de 10' fotones. El alcance del equipo es
500 ps — 500 us, pero para las medidas del presente trabajo se utilizé una resolucion de O -
100 ns. Los decaimientos se monitorearon a 450 nm y la luz de excitacion fue 350 nm. Los

Tr se obtuvieron del decaimiento monoexponencial observado luego de la deconvolucion
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de la sefial de la lampara, mediante el uso de software provisto por Edinburgh Analytical

Instruments.

5.2.5. Titulacion espectrofluorométricas.

Esta técnica sera utilizada en el presente trabajo de tesis, con el objeto de obtener
mayor informacion sobre los equilibrios 4cido-base en los que estan involucrados los
estados electronicamente excitados (S)*) de las pterinas. En particular, se utilizara para
calcular los valores de las constantes de disociacion de dicho equilibrio (K;*). La titulacion
espectrofluorométrica se basa, fundamentalmente, en el analisis de la variacién de la
intensidad de emisién (I¢) de una solucién de la sustancia estudiada cuando se cambia el
pH de la misma sin cambiar su concentracion. Haciendo consideraciones analogas a las de
la seccion 5.1.2 (titulacién espectrofotométrica) puede deducirse la siguiente expresion que

relacion a la intensidad total de fluorescencia como una funciéon del pH:

[f=L+(-L).[Ke*/(Ko*+[H])] (19)

donde 1, e I, son las intensidades de fluorescencia de la forma 4cida y de la forma alcalina

respectivamente, Ka* es la constante de disociacion.

El procedimiento general para realizar las titulaciones espectrofluoremétricas de los
derivados pterinicos estudiados en el presente trabajo de tesis se detalla a continuacion: Se
preparé una solucion inicial con pH=12 y concentracion tal que la absorbancia a 350 nm
(A*") fuera menor a 0,12. Se vari6 el pH agregando alicuotas de solucion de HCl o NaOH
de volumen despreciable. En este punto, se utilizé el mismo procedimiento explicado en la
seccion 5.1.2 para la titulacion espectrofotométrica. Por lo tanto, se trabaj6 en condiciones
de concentracion y fuerza i6nica constante. Se obtuvieron los espectros de emision de las
pterinas en soluciones a distintos pH. Para calcular la intensidad de la emision fluorescente
(Ir) de cada espectro, los mismos se integraron tomando como limite de integracion el

intervalo de longitudes de onda comprendido entre 370 y 600 nm. La excitacion se realizo
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a la Agx en la cual se encuentra el punto isosbésitco entre ambas formas acido-base de cada
pterina.

En este punto es importante ampliar la discusion acerca del Agx. En las secciones
anteriores se mencioné en varias oportunidades que la Agx empleada generalmente es 350
nm. La absorbancia a 350 nm de las soluciones de pterinas varia con el pH, debido a que
las distintas formas &acido-base de cada pterina presentan diferentes coeficientes de
absorcion molar a dicha longitud de onda. Por consiguiente, para poder analizar la
dependencia de la Ir como una funcion del pH seria necesario realizar una correccién por
absorbancia. Esta correccion puede evitarse excitando a una longitud de onda donde ambas
formas 4cido-base posean el mismo valor del coeficiente de absorcion molar, esto es, en el
punto isosbéstico.

En la figura 5.3 se muestra, como ejemplo, la variacion de Ir de una solucion
acuosa de MPT, como una funcion del pH (en el intervalo comprendido entre 4 y 10,5). En
la misma figura se muestra el ajuste no lineal de los datos experimentales, calculado a
partir de la ecuacidn 19. En esta curva pueden reconocerse tres regiones de pH. En primer
lugar, existe un intercalo de pH en el cual sélo esta presente la forma acida del compuesto.
En esta zona de pH no hay variaciones en el espectro de emision y, por ende, en el valor de
su integral. En segundo lugar, existe una zona de pH en la cual sélo esta presente la forma
basica. Por ultimo, existe un intervalo intermedio, en el cual coexisten las dos formas
acido-base. En este punto la intensidad de la emisién fluorescente toma valores

intermedios.
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Figura 5.3: Variacioén de la intensidad de fluorescencia de MPT en solucién acuosa como funcién del
pH (Aex= 349 nm). En linea continua se observa la intensidad de fluorescencia calculada ajustando los

datos experimentales con la ecuacion (19).
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QUENCHING DE FLUORESCENCIA

El fenémeno de quenching de fluorescencia se refiere a procesos que provocan una
disminucion de la intensidad de fluorescencia de una sustancia dadag El quenching puede
ser resultado de varios mecanismosgEstos mecanismos incluyen reacciones de los estados
excitados, transferencia de energia, formacion de complejos y quenching por colisiones!'.
El quenching de fluorescencia provee evidencia de interacciones moleculares.

Los procesos de quenching pueden clasificarse en dos grupos: “quenching
colisional € dindmico s cuando la desactivacion es resultado de los choques entre
moléculas (molécula fluorescente y quencher), Y “quenching estdtico”, cuando es
resultado de formacion de complejos.

Ambos tipos de desactivacion requieren de contacto molecular entre la molécula
fluorescente y la molécula quencher. Este fendémeno es especialmente importante en
soluciones acuosas donde las colisiones son frecuentesg En solucion, el proceso difusional
limita la velocidad con que se encuentran ambas moléculas {especie excitada'y quencher}
pero hace prolongado el encuentro pudiendo ocurrir cientos de choques antes de separarse.

Una gran variedad de sustancias pueden actuar como quenchers de fluorescencia.
Uno de los mejores ejemplos de quenching colisional esta dado por el O, molecular. Por
ello muy frecuentemente es necesario eliminar el O, disuelto de las muestras sobre las que
se desea medir tiempos de vida de fluorescencia (tf) o rendimientos cuanticos de
fluorescencia (®r). Otros ejemplos son las aminas alifaticas y aromaticas, xenén, peroxido
de hidrogeno, acrilamida, bromato, yoduro, etc. Debido a la gran variedad de moléculas
quenchers, se debe identificar aquéllas de interés para cada molécula fluorescente en

particular.

6.1. Quenching dinamico o por colisiones.

Los procesos de quenching dinamico, estan relacionados con las colisiones

(encuentros difusivos) entre el fluordforo y el quencher durante el tiempo de vida del
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estado excitado del fluoroforo; por lo tanto, son procesos dependientes del tiempo. La

-, . . |_
relacion de Stern-Volmer presentada en la ecuacion 1 describe este tipo de procesos[ 3,

/I =1+ Ksv [Q] = 1 + k¢ 7" [Q] (1

donde I° e Ir son las intensidades de emisiéon fluorescente en ausencia y presencia del
quencher respectivamente, Kgy es la constante de Stern-Volmer, [Q] es la concentracion
del quencher, kq es la constante bimolecular de quenching y 7 es el tiempo de vida de
fluorescencia de la especie emisora.

Esta ecuacion puede deducirse planteando el estado estacionario de la fluorescencia
de una molécula excitada en presencia de un quencher. La molécula quencher puede ser
cualquiera, pero debe permanecer quimicamente invariable para que la disminucién de la
concentracion del estado excitado, y por consiguiente, de la emisidn fluorescente, se deba a
una Unica interaccion entre la molécula emisora y ella. Para realizar el analisis de este
estado estacionario debemos considerar cuatro etapas: la etapa de absorcion de radiacion
(ecuacion 2), la etapa de emision fluorescente (ecuacion 3), la tercera etapa que involucra
todos los procesos de desactivacion distintos de quenching (ecuacion 4) y la etapa de

desactivacion por quenching (ecuacion 5):

M+hy —Y—Fa L e @)
M* VERTIMY L My 3)
M* YVERMIL, M )
M* +Q Y& IMMIQI M + Q* (5)

donde P, es la velocidad de absorcién de fotones, k¥ es la constante de fluorescencia
intrinseca, k; representa cada una de las constantes de velocidad de los procesos de
desactivacion distintos de quenching y kq es la constante bimolecular de quenching.

Teniendo en cuenta las ecuaciones 2 a 5 planteadas anteriormente, puede escribirse
la siguiente expresion:
d[M*]

P Pa- k' IM*]- £ ki [M*] - k, [Q] [M*] (6)

90



Quenching de fluorescencia

Bajo condiciones de irradiacion continua y asumiendo condiciones de estado estacionario,
puede suponerse que -d[M*]/dt = 0. Reordenando la ecuaciéon 6 obtenemos la siguiente

expresion:

Pa
[M*] = — (7)
ke + X ki + kq [Q]

Por otra parte, el rendimiento cuantico de fluorescencia (@) esta dado por:

Dy = 4 oM (8)
C Tk k [Q] ket kg [Q]

donde kr definida en el capitulo anterior como el coeficiente de velocidad de emision
espontanea, es igual a la suma de las constantes de velocidad que contribuyen al
decaimiento de M* (ki + = ki), excepto k. Debe observarse que ®r disminuye en una
cantidad proporcional a la concentracion del quencher. Se obtiene el valor maximo de ®;°

en ausencia de quencher. La relacion @°/Dr esta dada por:

(DF kF kFO kl“

O k' ke + kg [Q] —14 kq Q] 9)

Esta ecuacion indica que la relacion de los ®f es linealmente dependiente de la
concentracion del quencher, siendo la ordenada al origen igual a 1. Esta relacion se
denomina relacion de Stern-Volmer.

La determinacion de @ requiere del conocimiento de la intensidad de luz
absorbida. Sin embargo, si se realizan medidas de intensidad de fluorescencia en funcién
de la concentracion del quencher, bajo idénticas condiciones de geometria de irradiacion,
concentraciéon de molécula fluorescente, intensidad de excitacion, longitud de onda y
sensibilidad de detector, entonces la luz absorbida es idéntica para cada medida. Bajo
dichas circunstancias, la relacion O/ es igual a la relacion de intensidades de emision

fluorescente. Reemplazando en la ecuacion (9), se obtiene la siguiente expresion:
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IFO kq [Q] (10)

Asi una grafica de I;"/Iy versus [Q] (grafica de Stern-Volmer) deberia ser lineal, e
interceptar en la unidad al eje I:%/1;. La pendiente de dicha grafica se denomina constante
de Stern-Volmer (Ksy), y es igual a kg/kr = T kq. En esta ultima expresion 1 es el
parametro Tr definido en el capitulo anterior. Sin embargo, en los experimentos de
quenching se le suele agregar el superindice 0 para diferenciarlo de los 1 en presencia de
quencher.

El analisis de las gréaficas de Stern-Volmer permite obtener informacién muy
importante. Por ejemplo, la determinacion de Ksy es un método indirecto para obtener el
valor de ‘L‘FO si se conoce kg, 0 por el contrario, puede determinarse kg si se conocen los 7l
Por otro lado, una grafica de Stern-Volmer lineal generalmente indica la presencia de un
solo fluoréforo o especie emisora. Por el contrario, si la grafica de Stern-Volmer no es
lineal puede suponerse la presencia de dos poblaciones distintas de fluoroforos.

Es importante remarcar que una grafica de Stern-Volmer lineal no asegura que el
proceso de quenching estudiado sea de tipo dinamico. Como se explicard a continuacion,
un proceso de quenching de tipo estatico también genera un comportamiento lineal en las
grificas de Stern-Volmer. Debido a ello, debe recurrirse a otras medidas, que seran

expuestas mas adelante, para distinguir entre ambos tipos de quenching.

6.2. Quenching estitico.

Los procesos de quenching también pueden ocurrir como producto de la formacion
de complejos no fluorescentes de los estados electrénicos fundamentales del fluordtforo y el
guencher. Cuando este complejo absorbe luz, inmediatamente retorna a su estado basal sin

emitir (figura 6.1).
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M* (MQ)*
hv NO EMITI
M+Q — MQ

Figura 6.1: Proceso de quenching estiatico por formacién de un complejo, donde: M es el fluoréforo, Q
es el quencher, MQ es el complejo formado entre M y Q, M* es el estado excitado (emisor) del

fluordforo y (MQ)* es el estado excitado (no emisor) del complejo.

La dependencia de la intensidad de fluorescencia (Ig) con la concentracion de

quencher puede deducirse considerando la constante de asociacion (Kg):

K= ML (1)

[M] . [Q]

donde [MQ)] es la concentracion del complejo y [M] es la concentracion del fluoréforo
libre, que no forma parte del complejo. Si el complejo MQ no emite, la relacion de
intensidades 1:%/1F sera igual a la relacion de concentraciones [M}y / [M], donde [M] es la

concentracion total del fluoréforo.
[M]o = [M] + [MQ] (12)

Combinando ambas ecuaciones se obtiene:

M1, - [M
Ky = Mo - [ ]: [M]o ] 1 (13)
[M] . [Q] M] . [Q] [Q]
Ml L°
= [M] Iy s[Q]
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Puede apreciarse que, tal como se dijo, un proceso de quenching estitico también

conduce a una relacion de Stern-Volmer lineal. Sin embargo, en este caso, Kgy es igual a

Ks.

6.3. Metodologia para diferenciar tipos de quenching.

Existen varios métodos tendientes a distinguir entre un proceso de quenching
dinamico y uno estatico. Entre ellos se encuentran el estudio de la dependencia del
quenching con la temperatura y la viscosidad de medio. Sin embargo, el método mas
conveniente para este proposito es el andlisis de la dependencia de los T con la
concentracion del quencher.

Puede deducirse rapidamente que, si el quenching es dinamico el cociente de los
tiempos de vida de fluorescencia en ausencia y presencia de quencher (t:°/tf) es igual al
cociente de los correspondientes rendimientos cudnticos de fluorescencia (CDFO/(DF o IFO/IF).
Por consiguiente, puede escribirse la siguiente ecuacion para describir la dependencia de

los tr y/o Ir con la concentracion de quencher:

0
TF IFO

- = 0 15
N 1+ kgt [Q] (15)

Si por el contrario, existe un quenching estatico una fraccion del compuesto emisor
se encuentra “secuestrada” formando parte del complejo no emisor. Por lo tanto, la
fluorescencia observada proviene del fluoréforo “libre”. Esta fraccion no ha sido alterada,
por lo que, el 1+ que se mide es igual al tiempo de vida en ausencia del quencher (TFO). En
definitiva, el cociente 1¢’/t¢ sera independiente de la concentracién del quencher, ¢ igual a
1 como lo indica la siguiente ecuacion:

0

Tk

1 (16)

T

Puede apreciarse que, midiendo 1 a distintas concentraciones del quencher y luego
0 : :
graficando Ty /1y versus [Q], puede diferenciarse claramente entre un proceso de quenching

de tipo dindmico y otro esttico. En el primer caso se obtendran graficas lineales con
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pendientes idénticas a las constantes Ksy encontradas en las graficas de Stern-Volmer
obtenidas de las medidas de intensidad de fluorescencia (If). En el segundo caso, se
obtendra una linea horizontal. Ambos comportamientos estan representados en la figura
6.2. Este método fue el empleado en el presente trabajo de tesis para analizar los procesos

de quenching estudiados.

/ TF

o mfkq.r

Tp

queéncning €statiCo

Figura 6.2: Representaciéon de Stern-Volmer a partir de tiempos de vida de fluorescencia para

quenching dinidmico y quenching estatico.

En el capitulo 4 se presentaron algunos resultados que ponen en evidencia la
existencia de procesos de quenching de fluorescencia de pterinas por diferentes aniones
(hidroxilos, fosfatos, acetatos). Estos resultados sugieren que existe una interaccion entre el
estado singlete excitado de las pterinas estudiadas y algunos aniones. Sobre la base de
estos resultados, fue necesario desarrollar un estudio sistematico con los derivados
pterinicos estudiados en el presente trabajo de tesis, con el objeto de obtener mayor
informacién sobre el comportamiento de los mismos y establecer las condiciones dptimas
de trabajo en los diferentes experimentos. Para esto se realizaron estudios preliminares de
quenching de fluorescencia, utilizando el espectrofluorémetro Perkin-Elmer detallado en el
capitulo anterior. En este estudio previo se buscé la presencia de procesos de quenching
realizando un gran numero de experimentos cambiando el derivado pterinico, el quencher

(anién), su concentracion y las condiciones de pH. Luego se realizo un estudio sistematico,
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con el equipo Single Photon Counting FL90OOCDT (Edinburgh Analytical Instruments),
donde se midieron los espectros de emision y los tr en soluciones de pterinas a diferentes
concentraciones de aniones. Los resultados de estos estudios se presentan en el capitulo 11.

Las soluciones se prepararon a partir de soluciones madres de la pterina en estudio,
a las que se les ajustd el pH al valor final y agua al mismo pH. Se mezcldé 1 ml de la
solucion madre de pterina con 2 ml de una solucion del anién a diferente concentracion y
del mismo pH. Esta ultima solucion fue preparada a partir de la solucion madre del anion y
agua. En todos los casos se registraron los espectros de absorcion antes y después de
realizar la medida de fluorescencia. De esta manera se controlé la estabilidad de cada una
de las soluciones para descartar o detectar la existencia de cambios quimicos en las

mismas.

6.4. Referencias.

[1] Lakowicz J. R., “Principles of Fluorescence Spectroscopy”, Plenum Press. Lakowicz, (1983).
[2] Turro N. J. “Modern Molecular Photochemistry”, University Science Books (1991).
[3] Gilbert A. y Baggott J. “Essentials of Molecular Photochemistry”, Blackwell Science (1991).
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!

ESTUDIOS SOBRE ESPECIES REACTIVAS DE OXIiGENO (ERO)

En este capitulo se describen los diferentes métodos utilizados para la deteccion y
cuantificacion de algunas especies reactivas del oxigeno (ERO). En particular se describen
las técnicas usadas para la determinacion de los rendimientos cuanticos de produccion de
oxigeno singlete (D,) y para la cuantificacion de H,O,.

Asimismo se describen metodologias que permiten evaluar, por un lado, la
reactividad de las pterinas frente a una serie de especies reactivas y, por otro, evaluar la
participacion de dichas especies en los mecanismos implicados en las foto-oxidaciones
estudiadas en este trabajo de tesis. En particular, se detallan las técnicas usadas para
determinar las constantes de velocidad de quenching total y de quenching quimico de
oxigeno singlete ('O,) por pterinas (k; y k, respectivamente) y se detallan los fundamentos
de los experimentos de irradiacion realizados en D,0O. Adicionalmente se describen los

fundamentos de las fotolisis realizadas en presencia de secuestradores selectivos de

radicales hidroxilos (HO).

7.1 Oxigeno singlete.

En el capitulo 3 se expusieron las caracteristicas generales del 'O,, junto con las
diferentes vias de produccion. En particular se describié el mecanismo de generacion
fotosensibilizada de 'O, el cual consiste en la transferencia de energia desde una molécula
electronicamente excitada al O,!'. Como consecuencia de esta transferencia se regenera el
sensibilizador en su estado basal y el O, queda en su estado excitado singlete ('O,). Como
parte de este trabajo de tesis, se investigd la capacidad que tienen las pterinas excitadas de
generar 'O,, es por esto que en el presente capitulo se describira el método experimental
utilizado para la determinacién de rendimientos cuanticos de produccion de 'O, (®,).

El posible sensibilizador ('Sens) es, en este caso, una molécula de pterina. Este
absorbe luz UV-A y se genera un estado excitado singlete ('Sens*), el cual, mediante un

cruzamiento intersistemas, genera cierta proporcion de moléculas en estado triplete
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(*Sens*) de mayor tiempo de vida (ecuacion 1). Este estado triplete del sensibilizador

puede transferir su energia hacia el oxigeno molecular (0,) disuelto en el medio (ecuacién
2).

hv kisc
'Sens 'Sens* —IS—(>BSens* (1)
3Sens* +°0, e 'Sens +'0, (2)

La desactivacion del 'O, puede ocurrir en forma no radiativa (transferencia de energia al
solvente) o radiativa (emitiendo luz) (ecuaciones 3 y 4). En presencia de otra sustancia
capaz de actuar como quencher (Q), deben considerarse el quenching quimico o fisico
(ecuaciones 5 y 6). Cabe aclarar que el rendimiento cudntico de fosforescencia es casi

siempre despreciable respecto al rendimiento cuantico de desactivacion por el solvente.

'0, ks > 20, (3)
'0, ke > 30yt h. v’ (4)
Q+'0; ki > QO (5)
Q+'o, — M q+0, ©)

7.1.1. Método de deteccion de oxigeno singlete.

El fundamento de la técnica empleada consiste en la medida de la luminiscencia del
O, a 1270 nm, producido durante la irradiacion continua de una solucién de la sustancia

que se quiere investigar'?.

Como se describio anteriormente, el reemplazo del agua comin por agua deuterada,
o agua pesada (D,0O), disminuye la velocidad de desactivacion del estado singlete
aproximadamente en un orden de magnitud debido a que las frecuencias vibracionales
disminuyen. El resultado es un tiempo de vida mucho mayor en D,O que en H,O (de 3 a 4
s en HyO a 62 us en D,0P*). Los estudios se realizan en soluciones preparadas en agua

deuterada, D,0 (Euriso-top, CAE, Saclay, France de 99,9 % de pureza isotopica), como
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solvente, en el cual se obtienen sefiales mayores que usando agua comun, aumentando asi
la sensibilidad del método significativamente®®”".

El pD (-log [D']) fue medido con un pH-meter Schott CG 743P en combinacion
con un electrodo Blue Line 0.14 pH (Schott). Los valores de pD se calcularon aplicando la

siguiente correccion a cada medida:

pD=pH + 0,4 (7)

donde pH es el valor leido en el pH-meter'®. El pD fue ajustado mediante el agregado de
pequefios volumenes (ul), con micropipeta, de soluciones concentradas de hidroxido de
sodio deuterado, NaOD (CEA) y de acido clorhidrico deuterado, DCIl (Aldrich, 99.5%).
Las soluciones a estudiar se prepararon de modo tal que la absorbancia a la longitud de
onda de excitacion fue siempre mayor a 0,6.

En el esquema 1 estan representados los componente principales del equipo
utilizado en esta técnica y en la figura 7.1 se muestran fotografias del mismo. El equipo
cuenta con una lampara de excitacion Xe/Hg Osram de 1kW. El haz de luz pasa a través de
un filtro de agua y un monocromador ISA Jobin-Yvon B204, de 6 nm de ancho de banda.
antes de incidir en la celda que contiene la muestra. La mencionada celda, de 1x1 cm, es de
cuarzo y puede contener aproximadamente 3,5 ml de solucion.

La luz emitida es colectada por un espejo. El haz pasa primero a través de un
chopper calibrado a 11 Hz; luego pasa por un filtro tipo cut-off de 1000 nm y por un filtro
de interferencia de 1271 nm, para incidir, finalmente, en un fotomultiplicador de infrarrojo
cercano (NIR marca Hamamatsu) ubicado en angulo recto respecto al haz incidente. Este
dispositivo de deteccion trabaja a —80 °C y para esto, consta de un sistema de refrigeracion
que emplea nitrogeno liquido para alcanzar dicha temperatura. El detector esta conectado a
dos amplificadores (lock-in) los cuales envian, cada uno, una sefial a un registrador Y-ty a
un osciloscopio digital HP 54602B, 150 Mz.”*!),

La longitud de onda de excitacion se elige teniendo en cuenta los maximos de
absorcion de los sensibilizadores a estudiar y el espectro de emision de la lampara de
excitacion. Para las pterinas se utilizd, en todos los casos, luz de longitud de onda de 367
nm. La potencia de la luz incidente (F,, mW) se midi6 por medio de una termopila (Laser

instrumentation, model 154).
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Esquema I: Esquema del equipo utilizado para las determinaciones de '0,, donde: 1_ Lampara Xe/Hg
Osram de 1kW. 2_ Filtro de agua. 3_ Monocromador ISA Jobin-Yvon B204, de 6 nm de ancho de
banda. 4 Luz incidente. 5_ Chopper calibrado a 11 Hz. 6_ Filtro tipo cut-off de 1000 nm, filtro de
interferencia de 1271 nm y fotomultiplicador de infrarrojo cercano (NIR, marca Hamamatsu) enfriado
con nitrégeno liquido. 7 Celda de cuarzo de 1x1 c¢m. 8 Agitador magnético. 9 Detector del
radiémetro. 10_ Radiéometro. 11_ Controlador del agitador magnético. 12 Osciloscopio digital HP
546028, 150 Mz. 13_ Amplificador 1 (lock-in). 14 Amplificador 2 (lock-in). 15 Registrador Y-t. 16_

Seiial impresa.

Figura 7.1: Fotografias del equipo utilizado para la determinacién de '0,. a) Muestra la lampara de
excitacién,

junto con una visién lateral de la caja negra de irradiacién. b) Muestra el interior de la caja

negra de irradiacion. c) Muestra el equipamiento de operacién del equipo y de registro de la seital d)
Ampliacién de la figura b).
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Cada medida se realizo registrando: primero una linea de base sin irradiacion, luego
se ilumind la muestra y, por ultimo, se realizO nuevamente una linea de base sin
irradiacion. Sistematicamente se registraron sefiales durante nueve minutos totales
repartidos en tres minutos para cada una de las tres etapas de la medida: se controla la linea
de base tres minutos, se irradia durante tres minutos y se vuelve a controlar la linea de base
tres minutos mas. Ademas se tomaron los espectros de absorcion antes y después de la
irradiacion en un espectrofotometro Cary S5 (Varian). Este control se realiz6 para
determinar si durante la iluminacion de la muestra se producia transformacion quimica de
la misma. Cada sefial es amplificada y registrada. Se obtienen dos registros de cada senal.
debido a que, como se menciond anteriormente, el equipo cuenta con dos amplificadores

(Figura 7.2, corresponde a dos registros, rojo y azul, de la misma seiial).

Se (mV)

Figura 7.2: Registros de una seiial de 'Oz.

Dado un conjunto de condiciones experimentales (longitud de onda de excitacion,
absorbancia de la solucién a analizar a dicha longitud de onda, solvente, etc.) la diterencia
entre el voltaje proveniente del detector, en presencia y ausencia de luz, es proporcional a
la concentracion de estado estacionario de 'O, presente en la solucion durante la
irradiacion. La obtencion de este parametro (Se), se muestra esquematicamente en la
Figura 7.2.

Para determinar el rendimiento cuantico de produccion de 'O, (®,) de una

sustancia a un determinado pD, debe compararse el parametro Se correspondiente a la
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muestra en estudio, con la sefial correspondiente al compuesto de referencia (SeR), cuyo

@, es perfectamente conocido.

7.1.2.  Determinacién del rendimiento cuzntico de produccién de '0,.

@, puede definirse como la fraccion de moléculas de '0, producidas por cada
cuanto de luz absorbido por el sensibilizador. Bajo condiciones de irradiacion continua,
teniendo en cuenta las ecuaciones 1 a 6 planteadas anteriormente y que Q representa al

sensibilizador (Sens), puede escribirse la siguiente expresion:

d['0,]
dt

—®, Py-kg['05] - ke ['O2] - (kg + ko) [Sens] ['02]  (7)

donde P, es la luz absorbida por el sensibilizador, y el producto ®,.P, es la velocidad de
generacion de '0, (ecuaciones 1y 2). kg ['0.] v ke ['0,] representan la velocidad de
desactivacién de 'O, en forma no radiativa (transferencia de energia al solvente) o
radiativa (emitiendo luz) (ecuaciones 3 y 4, respectivamente). (k. + kq) [Sens] ['0,]
representan la velocidad de consumo de '0, debido al quenching quimico y fisico
(ecuaciones 5 y 6, respectivamente).

Teniendo en cuenta la aproximacion del estado estacionario, puede suponerse que
d['Oz]/dt ~ 0. Reordenando la ecuacién 7 y despreciando el producto ke.['Oz] (por ser
mucho menor que el producto ke.['O3]), se obtiene la siguiente expresion para la

., . . 1
concentracion de estado estacionario de O;:

| (DA. Pa
[ O] = %)
kg + (kg + k) [Sens]

Como ya se dijo, la sefial obtenida para cada sustancia es proporcional a la cantidad
de 'O, que se genera. Esta sefial depende de las caracteristicas del equipo, el sensibilizador

y el medio. Esta correlacion se presenta en la siguiente ecuacion:

1

Se = C k. (1/n2) ['02] = C k. (1/n%) P, (1-107%) > (10)
kg + (kq + &) [Sens])
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donde C es un factor de proporcionalidad que incluye la geometria y factores electronicos
del sistema de deteccion; P, es la tasa de fotones incidentes; A la absorbancia del
sensibilizador a la longitud de onda de excitacion (asi el producto P, (1-10™) representa la
tasa de fotones absorbidos por el sensibilizador, es decir P,); ®," es el rendimiento
cuantico de produccion de 'O, por el sensibilizador; k. es la constante de desactivacion
radiativa del 'O»; (1/kg) el tiempo de vida del 'O, y # el indice de refraccion del medio.

Se utilizaron como referencias sustancias con rendimientos cuanticos de produccion
de 'O, conocidos (D). Se prepararon soluciones de las referencias en agua deuterada
(D20), con una absorbancia y un pD iguales a los de la solucién de la sustancia cuyo
rendimiento cuantico (D,°) se quiere determinar. De acuerdo al pD se utilizaron dos
referencias diferentes: para el medio alcalino se eligié rosa de bengala (RB), y para medio
acido 1H-fenalen-1-ona (fenalenona) (ver figura 7.3). La longitud de onda de excitacion
fue 367 nm para todas las pterinas y la fenalenona (@A~ = 0,975, en Dzo)[“]. Para el RB se
irradi6 a 547 nm (®," = 0,76 en D,O)!'*"!. Los valores de absorbancia se fijaron entre 0,6

y 1,6. Se utilizaron celdas de cuarzo para fluorescencia de 1 cm por 1 cm.

(a) (b)
Figura 7.3: Estructura quimica de los fotosensibilizadores utilizades. a) Rosa de bengala y b)

Fenalenona.

Si las seflales luminosas son monitoreadas usando soluciones Opticamente
comparables de la muestra y la referencia, la relacion entre las sefiales de la emision
fosforescente del 'O, de la muestra (Se®) y la referencia (Se®) es proporcional a la relacion
entre los rendimientos cuanticos de produccion de 'O,. Entonces el cociente entre la

magnitud de ambas sefiales estara dado por la Ecuacion (11):
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Se® OO k S 11001
e A d Po” (1 -107) (1)

SCR ¢.\R (kd + kl’S ISCnS] ) P()R (] _ ]0-.'“()

donde el superindice ~ se refiere al sensibilizador en estudio y el superindice R se refiere a
. S . .
la referencia: k;y” es la constante bimolecular de quenching total de 'O, por el

ey ey N S N . ., 1 .
sensibilizador (k" = k3" + k7). La desactivacion del 'O, por la referencia no fue
considerada porque para las dos referencias utilizadas este fenomeno es despreciable. 1.os

términos k.. n y C se mantienen constantes en ambas medidas y por lo tanto se anulan al

formular el cociente.
Debido a la diferencia entre la intensidad de la luz incidente (P,,) a las longitudes de

. .. . S R . e

onda de excitacion de la muestra y la referencia (A" y A7), a causa del espectro de emision
, .. . .. S -

de la lampara. es necesario introducir el factor de correccion P,” / P.X. Este factor puede
.y - NN S LR~ R . .. .

escribirse como Fy” . A7/ Fy~ . A". La potencia de la luz incidente, F(, se mide con una

termopila Laser Instrumentation modelo 154. El otro factor que estd presente en la

ecuacion (11). [(1 = 107y /(1 - 107"%)], se origina en la diferente cantidad de fotones
absorbidos por la muestra y por la referencia. Sin embargo, como se trabajo en condiciones
tales que la absorbancia de ambas soluciones fue igual para cada experimento, este factor
puede simplificarse.

Teniendo en cuenta estas consideraciones y despejando ®,° de la Ecuacion (11), se
obtiene:
Se®  Fo*.A® (kg + k" [Sens]) (12)
Se*  Ft.aX kg

(DAS _ (DAR .

En aquellos casos en los cuales la referencia y la muestra se excitan a la misma

longitud de onda, la Ecuacion (12) se reduce a:

Se> (kg + kyi” [Sens)) (13)
Sek kq

(DAS = (DAR b

En el presente trabajo de tesis, como ya se menciono, se utilizaron dos referencias
segun el pD. En las medidas realizadas en medio acido se empleé fenalenona como
referencia y, en este caso, la muestra y la referencia se excitaron a 367 nm. Para los

calculos se empleo la Ecuacion (13). En medio alcalino, en cambio, se utilizd RB como

104



Estudios sobre especies reactivas del oxigeno (ERO)

referencia, y, en este caso, la referencia se excité a 547 nm (debido a que a 367 nm su
coeficiente de extinciéon molar es muy bajo) y la muestra a 367 nm. Por esta razén, no
puede eliminarse el factor que corrige la diferencia de intensidad a diferentes longitudes de
onda, entonces se utiliz6 la Ecuacién (12).

Esta claro, que para calcular los rendimientos cuanticos de produccién de 'O, (D4%)
es necesario conocer la constante bimolecular de quenching total de 'O, (k). De lo

contrario, se determina un rendimiento cudntico aparente (P,*®) dado por la siguiente

ecuacion:
S R R
B = DR o S Fo & (14)
SeR FOX X
donde:
kq
D\ = D,° (15)

. (kg + kr° [Sens))

7.1.3. Determinacion de la constante de velocidad de quenching total de '0,.

Las constantes de velocidad de quenching total de '0, (kt) se determinaron por
analisis de Stern-Volmer del quenching de '0,"". Para este propoésito se trabajo con el
mismo equipo y en las mismas condiciones a las usadas para las medidas de produccion de
'0,, descriptas en la seccion anterior. En este caso, para la produccion fotosensibilizada de
l02 se utilizo RB como sensibilizador. En todos los casos la longitud de onda de excitacion
fue 547 nm. En esta region del espectro las pterinas no absorben la radiacion incidente. Se
mantuvo constante la concentracion de RB y se varié la concentracion de pterinas. La
concentracién de RB fue tal que el quenching de 'O, por ella misma es despreciable
comparado con la desactivacion por el solvente.

Se realizo el anélisis de Stern-Volmer, en una grafica de la relacion entre las

. 0 . [
sefiales en ausencia (Se') y en presencia (S.) de quencher versus la concentraciéon del
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mismo, de acuerdo a la ecuacidn (16) y de la pendiente de la grafica se calculd el valor de
kTI

S’ /(Se) = D / D=1+ ky 14" [Q] (16)

En el presente trabajo los quenchers utilizados fueron 6-hidroximetilpterina (HPT),
6-metilpterina (MPT). 6,7-dimetilpterina (DPT) y acido N-metil félico (MAF). Como
ejemplo. en la figura 7.4, se presentan los resultados observados para MPT, en D,0 a pD
10.5.

So/S

1.2 +

Il { 1

0 500 1000 1500 2000

[MPT| pM

Figura 7.4: Graficas de Stern-Volmer del quenching de la emisién infrarroja del 'O, por MPT en D,O
(se us6 RB como sensibilizador, Agx =547 nm; pD=10,5).

7.1.4. Determinaciéon de la constante de velocidad de la reaccion quimica entre las

pterinas y el '0,.

Para determinar el valor de k. de las diferentes pterinas estudiadas, se realizaron
grupos de experimentos irradiando soluciones acuosas conteniendo mezclas de la pterina

en estudio (Q) y RB, que actu6 como sensibilizador de 'O, (Sens). En estos experimentos,
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la longitud de onda de excitacion fue de 547 nm. En el capitulo 10 donde se muestran los
espectros de absorcion de las pterinas estudiadas en este trabajo de tesis, se muestra que
estos compuestos no poseen bandas de absorcion en esta region del espectro. De esta
manera, irradiando a 547nm, el Unico componente de la mezcla capaz de absorber la
radiacion incidente es el RB. Para cada grupo de experimentos, la concentracion de Q y de
RB se mantuvo constante y se determiné la evoluciéon de la concentracion de Q con el
tiempo de irradiacion. La concentracion de pterinas se midié por HPLC.

La velocidad de desaparicion del compuesto Q por reaccion con 'O, producido por

sensibilizacion, esta dada por la ecuacion (17):

CAA o (17)

dt

Considerando que los productos de la reaccion no producen ningun tipo de interferencia, se
puede estimar la concentracién en estado estacionario del 'O, por medio de la siguiente
reaccion:

®,° P,

'0,]= ‘ 18
O kS [Sens] + 12 Q)] (1%)

donde P, (E I''s™) es la intensidad de fotones absorbidos por el sensibilizador, @, es el
rendimiento cuantico de produccién de 'O, del sensibilizador, k4 es la constante de
velocidad de desactivacion de 'O, no-radiativa, [Sens] es la concentracion del
sensibilizador, k> es la constante de velocidad de quenching total de 0, por el
sensibilizador y k< es la constante de velocidad de quenching total de 'O, por Q.
Reemplazando en la ecuacion 17 la expresion de ['O,] dada por la ecuacion 18, se

obtiene:

d[Q] ‘ k: [Q]
-— = Pa (DA5 ) (19)
dt ks + kr° [Sens] + k¢ [Q]

Si la velocidad de quenching total de 'O, es despreciable comparada con la

desactivacion por el solvente (ky>> k> [Sens}), integrando la ecuacion (19) se obtiene:
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mismo, de acuerdo a la ecuacion (16) y de la pendiente de la grafica se calculé el valor de
kTZ

S/ (Se) = DL/ D=1+ kr 14° [Q] (16)

En el presente trabajo los quenchers utilizados fueron 6-hidroximetilpterina (HPT),
6-metilpterina (MPT), 6,7-dimetilpterina (DPT) y acido N-metil félico (MAF). Como
ejemplo, en la figura 7.4, se presentan los resultados observados para MPT, en D,O a pD
10,5.

So/S

1 1 1
0 500 1000 1500 2000

[MPT] uM

Figura 7.4: Graficas de Stern-Volmer del quenching de la emisién infrarroja del 'O, por MPT en D,0
(se usé RB como sensibilizador, Agx =547 nm; pD=10,5).

7.1.4. Determinacion de la constante de velocidad de la reaccion quimica entre las
pterinas y el '0,.
Para determinar el valor de k., de las diferentes pterinas estudiadas, se realizaron

grupos de experimentos irradiando soluciones acuosas conteniendo mezclas de la pterina

en estudio (Q) y RB, que actu6 como sensibilizador de 'O, (Sens). En estos experimentos,
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la longitud de onda de excitacion fue de 547 nm. En el capitulo 10 donde se muestran los
espectros de absorcion de las pterinas estudiadas en este trabajo de tesis, se muestra que
estos compuestos no poseen bandas de absorcidon en esta region del espectro. De esta
manera, irradiando a 547nm, el unico componente de la mezcla capaz de absorber la
radiacion incidente es el RB. Para cada grupo de experimentos, la concentracion de Q y de
RB se mantuvo constante y se determind la evolucion de la concentracion de Q con el
tiempo de irradiacion. La concentracion de pterinas se midio por HPLC.

La velocidad de desaparicion del compuesto Q por reaccion con 'O, producido por

sensibilizacion, esta dada por la ecuacion (17):

dQ]
dt

- k[Q]['0y] (17)

Considerando que los productos de la reaccién no producen ningun tipo de interferencia, se
puede estimar la concentracién en estado estacionario del 'O, por medio de la siguiente
reaccion:

10,]= 18
L] kq + ki° [Sens] + &2 [Q] (18)

donde P, (E 1'15'1) es la intensidad de fotones absorbidos por el sensibilizador, CDAS es el
rendimiento cuantico de produccion de 'O, del sensibilizador, k4 es la constante de
velocidad de desactivacion de 'O, no-radiativa, [Sens] es la concentracion del
sensibilizador, kTS es la constante de velocidad de quenching total de '0, por el
sensibilizador y k< es la constante de velocidad de quenching total de 'O, por Q.
Reemplazando en la ecuacion 17 la expresion de ['O,] dada por la ecuacion 18, se

obtiene:

d[Q] ‘ k: [Q]
-— = Pa (DAs ] ( 1 9)
dt ka + kr° [Sens] + k9 [Q]

Si la velocidad de quenching total de 'O, es despreciable comparada con la

desactivacioén por el solvente (ks >> k> [Sens]), integrando la ecuacion (19) se obtiene:
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f([Q)) = In([QV/[Qlo) - (k1¥ka) ([Qlo- [Q]) =- Pa x> (k/ka)t  (20)

El grafico f([Q]) en funcion del tiempo de irradiacion deberia ser lineal, y de la pendiente
de la recta puede calcularse ; si se conoce el @, del sensibilizador utilizado.

Para la determinacion de k;, se realizaron grupos de experimentos irradiando
(Aex=547 nm) soluciones acuosas (HO o D,0) conteniendo el compuesto en estudio (Q=
PT, MPT, DPT, HPT, MAF, AF y APT) y RB. La concentraciones de las pterinas se
mantuvo dentro del intervalo comprendido entre 100 y 1000 pM. Todas las
determinaciones se realizaron en soluciones alcalinas (pD=10,5). El rendimiento cuantico
de produccién de 'O, del RB (14%) es de 0,75!'213),

La evolucion de la concentracion de Q con el tiempo de irradiacion se monitoreo
con un equipo HPLC (Hewlett Packard Series 1100) con columna LiChro CART 125-4 RP
17 (5 uM). Como solvente de corrida se utilizaron soluciones acuosas de fosfato de potasio
20 mM (pH =5.,5) y EDTA 2,5 mM.

Las soluciones fueron irradiadas en celdas espectroscopicas de cuarzo de 1 cm x 1
cm, bajo continua agitacion magnética, usando el mismo banco Optico y sistema de
irradiacion que el descripto en la seccidn 7.1.1. La intensidad de luz emitida por la lampara
(Po), a la longitud de onda de excitacidon del sensibilizador (547 nm), se determind por
actinometria, usando Aberchrome 540 como actinémetro!'*). Se obtuvieron valores de
P,=2,7(x0,2)x10% E I''s”" a 547 nm. La ley de Lambert-Beer correlaciona el valor de la
intensidad de fotones absorbidos por el sensibilizador (P,) con la intensidad de fotones

emitidos por la lampara (P,). Usando la siguiente ecuacion se calculo Py:
P.=P, (1-107 (21)

donde A es la absorbancia del sensibilizador a la longitud de onda de excitacion.

Como ejemplo, en la figura 7.4 se presentan los resultados obtenidos para una
solucion de AF (100 pM). Se irradiaron mezclas de AF y RB, en D,0 a pD 10,5. En la
figura 7.5a se observa la evolucion de la concentracion de AF en funcion del tiempo de
irradiacion. En la figura 7.5b se muestra la grafica de f([Q]) en funcién del tiempo de

irradiacion.
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0 20 40 60 80 . 0 20 40 60 80
t (min) t (min)

Figura 7.5: Oxidacién fotosensibilizada de AF en solucién alcalina en D,O ({AF],=100 pM; pD=10,4),
equilibrada con aire. Sensibilizador: RB (Agx=547 nm). La concentracién de AF se determiné por
HPLC. a) Evoluciéon de la concentracion de AF con el tiempo de irradiacion. b) Se graficé f{{AF]|) en

funcion del tiempo de irradiacion (ver ecuacion (20)).

7.1.5. Fotélisis en agua deuterada.

Tal como se mostrarda mas adelante (Capitulo 12) varios de los compuestos
estudiados son relativamente buenos productores de 'O,. Debido a que, como se explicd
anteriormente (capitulo 3), el 'O es una especie muy reactiva, es interesante investigar la
participacion del mismo en los mecanismos de las fotooxidaciones investigados.

Como se menciono anteriormente, el tiempo de vida media (t,) del '0, en H,O 3,7
ps), es mucho menor que el tyobservado en D,0 (62(x3) us)**. Bajo condiciones
experimentales de irradiacion continua de un sensibilizador (por ejemplo, un derivado
pterinico), la ['0,] en estado estacionario sera aproximadamente 16 veces mayor en D,O
que en H,O (ver ecuacion 18, seccion 7.1.4). Por consiguiente, aquellas reacciones en las
cuales participa el '0, como reactivo, aumentaran su velocidad en D,O en un factor
aproximadamente 16. La técnica descripta en esta seccion se basa en la comparacion de

fotdlisis realizadas en H,O con fotolisis realizadas en D,O.
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Se prepararon dos grupos soluciones del compuesto en estudio (PT, MPT y HPT);
para un grupo se utilizo H,O como solvente y para el otro, D,0. Se irradiaron los dos
grupos de soluciones bajo las mismas condiciones experimentales. El efecto del D,0 se
evalué por espectrofotometria UV-visible, analisis por HPLC y determinacion de la
concentracion de H,O..

Como se explico en el capitulo 5, el analisis espectrofotométrico es muy 1til para
comparar la naturaleza de los procesos quimicos que ocurren en ambas fotolisis. En primer
lugar, mediante esta técnica, se registran los espectros de absorcion, DE y DEN. De esta
manera puede compararse la posicion y la intensidad relativa de los maximos y minimos de
absorcion. En segundo lugar, esta técnica se utiliza para comparar la evoluciéon de la
absorbancia con el tiempo de irradiacion. Para esto, se debe elegir una region del espectro
donde los productos de la fotdlisis no absorban la radiacion incidente. Comparando las
velocidades de cambio de la absorbancia observada en los dos medios (H,O y D,0) se
puede evaluar si existe o no un incremento en la velocidad.

En la figura 7.6 se comparan los espectros DEN calculados a partir de los espectros
de absorcion de una fotélisis de una solucion de MPT (150uM; pH=10,5) en D,0 y en
H,O.

1.0 ,/\ a]
0.5 1
\
0.0 1 \\ — SO
/
\\ /
5 0.5 / . /
//
/
-1.0 g
1.5 1
L'\
2.0
25 R - ——
200 250 300 350 400 450
A (nm)

Figura 7.6: El espectro DEN (—) se obtuvo restando el espectro de MPT inicial ((MPT|,=150uM;
pH=10,5) al espectro obtenido después de 90 minutos de irradiacion en H,0; El espectro DEN () se
obtuvo restando el espectro de MPT inicial ((MPT|,=150uM; pD=10,5) al espectro obtenido después de

90 minutos de irradiacion en D,0.
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Analogamente, en la figura 7.7 se muestran los resultados obtenidos por HPLC de
la experiencia detallada en el parrafo anterior. En esta figura se muestra la variacion de la
concentracion de MPT en funcion del tiempo de irradiacion. En este ejemplo en particular,
se puede ver que existe un incremento en la velocidad de consumo de MPT cuando la

fotolisis se realiza en D,O comparada con la fotélisis en H,O.

150
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Figure 7.7. Evoluciéon de la concentracion de MPT ([MPT],=150upM) con el tiempo de irradiacion. Los
experimentos se desarrollaron en presencia de O, (soluciones equilibradas con aire). (O) Fotélisis en

D,0 (pD=10,5) y (@) fotolisis en H,O (pH=10,5). La concentracién de MPT se analizé6 por HPLC.

7.2.  Peroéxido de hidrégeno.

Para la determinaciéon de H,O; en solucion acuosa se utilizé el kit comercial
“COLESTAT enzimatico” provisto por laboratorios WienergEste kit esta disefiado para la
determinacion de colesterol en suero o plasma, pero puede ser utilizado para cuantificar
H,0;, en soluciones que no posean sustancias que puedan interferir en la determinacion. En
el esquema 2 se muestran las reacciones que emplea el método para generar un producto

coloreado!'!”)

, que puede ser detectado facilmente con un espectrofotometro.

La dltima reaccion muestra que el compuesto coloreado que se forma presenta una
relacion mol a mol con el H,O; presente en la solucion. Por otro lado cada una de las otras
dos reacciones estan catalizadas por su correspondiente enzima, y cada una presentan una
actividad especifica para sus respectivos sustratos, con lo cual es de esperar que otros tipos

de sustancias presentes en la solucion no generen interferencias.
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ésteres de colesterol __CHO colesterol + acidos grasos
colesterol + O, _ livasa colesten-3-ona + H,0,

H,0,+ 4-AF + fenol __POD quinona coloreada + H,0

Esquema 2

donde: CHOD, lipasa y POD representan a las enzimas colesterol oxidasa, lipasa fungal y

peroxidas, respectivamente. 4-AF es 4-aminofenazona.

En éste métodog la determinaciéon de H,O, se hace por espectrofotometria,
midiendo la absorbancia a 505nm debida a la presencia del producto final (quinona
coloreada). Con estos resultados y usando la correspondiente curva de calibraciéon que
correlaciona la intensidad de la banda de absorcion a 505nm en funcién de la
concentracion de H,O, en el medio, se puede cuantificar el HO, presente en cada muestra
a estudiar. Para poder aplicarlo como método cualitativo y cuantitativo en la determinacion
de H,O; en las soluciones acuosas de pterinas irradiadas, se hicieron los experimentos de
control necesarios (ver mas adelante), mostrando que verdaderamente no existe ningun tipo

de interferencia.

7.2.1. Preparacion del reactivo de trabajo.

Para el uso de los reactivos provistos y para la preparacion del reactivo de trabajo
es importante tener en cuenta ciertos requisitos:

v' El reactivo de trabajo se prepara colocando en una probeta 50 partes de agua destilada,
5 partes de reactivo 4-AF'y 5 partes de reactivo fenol y llevar a 100 partes con agua
destilada. Luego se agregan 2 partes de las enzimas previamente homogeneizadas.
Mezclar por inversion, sin agitar. Pueden prepararse distintas cantidades respetando las
proporciones establecidas. Es importante ademas, respetar el orden de agregado de los
reactivos y asegurar una perfecta homogeneizacion de los mismos, a fin de evitar que

el reactivo Fenol deteriore las enzimas, provocando una alteracion en la calidad del
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reactivo de trabajo.

De esta manera, se prepara un reactivo de trabajo cuya composicion es:

Lipasa.......cccoovevverneninnnn > 6000 U/1
CHOD......cotiiieeee > 60 U/l

POD ... > 400 U/

4-AF ..o 1.25 mM
fenol........cccovvniniinicnn 2.75 mM

PHu oo 7.4+ 0.1 (aT° amb.)

v" Una vez preparado el reactivo de trabajo, se puede almacenar en frasco de vidrio
color caramelo y conservar en refrigerador, presentando una estabilidad de
aproximadamente 1 mes a partir del momento de su preparacion. Los reactivos
provistos son estables en refrigerador (2-10°C) hasta la fecha de vencimiento
indicada por el fabricante. Se debe evitar que los reactivos estén expuestos a

temperaturas elevadas durante periodos de tiempo prolongados.

7.2.2. Metodologia de trabajo.

Las determinaciones de H,O, generada, en soluciones acuosas de pterinas, en
funcién del tiempo de irradiacion se hicieron usando un espectrofotometro (Cary 3,
Varian), micropipetas, pipetas y material volumétrico adecuado y cubetas
espectrofotométricas de caras paralelas para medir absorbancia.

La técnica indica que las condiciones de reaccion deben ser:

1. Volumen de muestra: 20 pl
Volumen de reactivo de trabajo: 2 ml
Volumen final de reaccion: 2,02 ml

Tiempo de reaccion: 15 minutos (T=37°C) o 30 minutos (T=25°C)

A

Lectura de absorbancia a 505 nm.

Debido a que las muestras de pterinas irradiadas producen H;O, en muy baja

concentracion, fue necesario introducir algunas modificaciones en cuanto a la relacion de
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volumenes de muestra y reactivo de trabajo, de manera de aumentar la sensibilidad en la
determinacién de H,O, generada en la fotdlisis. Por lo tanto, en algunos casos se agrego
200ul de muestra irradiada y en otros hasta 1 ml, siendo el volumen final de reaccion
siempre 2,2 mililitros.

Los valores de absorbancia a 505 nm obtenidos para cada muestra, tanto las
muestras irradiadas como las correspondientes a las soluciones de H,O, preparadas para
realizar la curva de calibracion, fueron corregidos por el valor de absorbancia a la misma
longitud de onda del blanco de reaccion. Para el caso de las soluciones irradiadas el blanco
se preparé mezclando el reactivo colorimétrico de trabajo con la solucién de pterina, antes
de comenzar la irradiacion (en idénticas proporciones a las usadas para la determinacion de
H,0; en las soluciones irradiadas).

El agregado de volimenes de muestra mayores a 200 ul puede introducir cambios
considerables en el pH de la mezcla de reaccién dado que las soluciones irradiadas poseen
pH=5,54+0,5 (en medio acido) y pH=10,5+0.5 (en medio alcalino). Estos valores de pH
estan dos o tres unidades de pH alejadas del valor del pH del reactivo de trabajo (7,4 + 0,1
a T° amb.). La importancia de controlar el pH se debe a que la actividad de las mismas
tiene una fuerte dependencia con el pH del medio en el cual estan presentes. Las enzimas
presentan su mayor actividad cuando se trabaja en condiciones de pH 6ptimo y sufren una
fuerte desactivacion cuando se trabaja a pH muy alejados del 6ptimo.

Para verificar que el agregado de grandes volumenes de solucion de pterinas con
pH muy diferente al del reactivo de trabajo no produjera alguna alteracion en la actividad
enzimatica, se realizaron los controles necesarios. Para esto se compararon los valores de
las determinaciones hechas sobre alicuotas en las condiciones de pH de fotolisis, con los
valores hallados sobre muestras irradiadas en las mismas condiciones de pH (acidas o
alcalinas segun corresponda) pero que previamente a realizar la mezcla para la reaccion
colorimétrica, se llevo a pH 7. En todas las condiciones de trabajo se comprobé que no es
necesario llevar a pH 7 las soluciones irradiadas dado que los valores observados en ambos

casos fueron los mismos. Todas las determinaciones fueron hechas por duplicado.
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7.2.3. Curva de calibracion.

Para construir la curva de calibracidn, se prepararon soluciones acuosas de H,O; de
distinta concentracion. La determinacion de dichas concentraciones se llevo a cabo de la
siguiente manera:

a. Se hicieron los calculos para preparar soluciones de H,O, a partir del reactivo
comercial Panreac (110 vol.) de concentracién aproximada 10M, luego se tomaron

los espectros para obtener los valores de Absorbancia a 254 nm, donde el e=17.7 M

'em™. A partir del valor de absorbancia a 254 nm medido y usando el € a 254 nm se

calcularon las concentraciones usando la ecuacién de Lambert-Beer. Para que las
medidas espectrofotométricas no introduzcan errores significativos en la
determinacion de la concentracion de H>O; se fijé 0,03 como limite para el valor de
absorbancia a 254nm. Este valor corresponde a una solucion de H,O, de 1.6x10° M
b. Para preparar soluciones mas diluidas, se partié de soluciones de H,O, de valores de
absorbancia a 254 nm entre 0,1 y 1, y luego se realizaron distintas diluciones (1/100,

1/1000, etc.) logrando asi soluciones de H;O; de distintas concentraciones.

Luego se tomaron muestras de 200 pl y se las hizo reaccionar con 2 ml del reactivo
de trabajo. Se las incub6 a temperatura ambiente durante 30 minutos. Se midi6 la A™”
(figura 7.8a). Se grafico la absorbancia medida como una funcion de la concentracion de
H,0, (M) (figura 7.8b) y se obtuvo una correlacion lineal entre ambos parametros en el
intervalo de trabajo (valores de absorbancias hasta 0,7). De la curva de calibracion (A*”
vs. [H20-]) se obtuvo el valor de la pendiente (F) y se uso F para transformar los valores de

A% de las muestras irradiadas en valores de concentracién molar de H>0,.
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Figura 7.8: a) (__.) Espectro de absorcion del complejo coloreado correspondiente una solucion de
[H,0,]=5,7x10" M. (—) Espectro de absorcion correspondiente al blanco (reactivo de trabajo). b)

Curva de calibracién (A" vs. [H,0]).

7.3. Radical hidroxilo:

7.3.1. Fotdlisis realizadas en presencia de secuestradores de radical hidroxilo.

Cuando se trabaja con secuestradores selectivos de alguna especie intermediara de
una reaccion quimica, es factible ver la participacidn que esa especie tiene en la reaccion.
Si participa de la misma, al existir en el medio de reaccidn un secuestrador selectivo en una
elevada concentracion relativa, el intermediario reaccionara, preferentemente, con el
secuestrador y la reaccion en estudio se vera inhibida. Por otro lado, si dicha especie
reactiva no participa en la reaccion, los resultados obtenidos en presencia de secuestradores
selectivos deben ser idénticos a los obtenidos en ausencia del mismo.

Para investigar la participacion del radical hidroxilo (HO) en los mecanismos de
fotodegradacion de pterinas, se realizaron experimentos de fot6lisis en presencia de
secuestradores selectivos de esta especie reactiva. En particular, se usaron dos
secuestradores selectivos diferentes: 2-propanol y etanol. Estos alcoholes presentan una
elevada reactividad con HO1'8..

Se irradiaron soluciones acuosas del compuesto en estudio (MPT, HPT o PT). Las

fotolisis se realizaron tanto en medio 4cido (pH=5,5) como en medio alcalino (pH=10,5).
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Se emplearon diferentes concentraciones relativas de alcoholes y pterinas, donde el alcohol
se encontro en exceso, en un orden de 100 a 1000 veces mas concentrado que las pterinas
(100 a1y 1000 a 1). Se registraron los espectros de absorcion de las soluciones irradiadas
en funcion del tiempo de irradiacion y se calcularon los espectros DE y DEN. Estos
resultados fueron comparados con los obtenidos en ausencia de secuestradores.

A modo de ejemplo se presentan los resultados del estudio realizado con una
solucion de HPT (350 uM) en presencia de 2-propanol (350 mM), en condiciones de pH
10,5.

En la figura 7.9 se muestran los espectros DEN de la fotolisis en presencia y en
ausencia del alcohol 2-propanol. La figura muestra que los espectros DEN son
coincidentes en los dos grupos de experimentos. Esto significa que en ambos casos, la
naturaleza de los procesos quimicos que estan ocurriendo, tanto en presencia como en

ausencia del secuestrador de HO', es el mismo.

200 250 300 350 400 450
A (nm)

Figura 7.9: El espectro DEN (—) se obtuvo restando el espectro de (HPT) inicial al espectro obtenido
después de 7 minutos de irradiacion en ausencia de 2-propanol; El espectro DEN (—) se obtuvo

restando el espectro de HPT inicial al espectro obtenido luego de 7 minutos de irradiacién en presencia

de 2-propanol.

Por otro lado, las figuras 7.10a y 7.10b muestran la evolucion de la absorbancia (A
254 y 374nm, respectivamente) con el tiempo de irradiacion de soluciones en presencia y

ausencia de 2-propanol. Claramente se puede ver, que en este ejemplo no se detectaron
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diferencias significativas. Esto sugiere que el HO no participa en el mecanismo de
degradacién fotoquimica de HPT en medio alcalino (ver capitulo 15).
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Figura 7.10: Evolucién de la sbsorbancia de HPT en solucién, con el tiempo de irradiacién. (O)
Fotblisis en ausencia de 2-propanol y (®) fotélisis en presencia de 2-propanol. 2) Longitud de onda de
andlisis 254 am. b) Loagitud de onda de andlisis 374 nm.

En los capitulos referentes al estudio fotoquimico de los compuestos analizados, se
describe la formacion de H,O, por irradiacién. En este punto es interesante aportar mayor
informacién acerca de las posibles vias que originan el H;0,. Es de conocimiento general,
que existen numerosas vias de reaccién quimica a partir de las cuales puede generarse esta
especie. En particular, la reaccién de recombinacién entre dos radicales HO' genera
H 202[19.20].

k=15,0x10° M's™

HO + HO — H,0, (16)

Sobre la base de lo detallado en el parrafo anterior, pueden utilizarse los
cxperimentos de fotdlisis en presencia de alcoholes para estudiar si el H,O, generada
durante la fotdlisis sc origina a partir de los radicales HO. Para esto, se midié la
concentracién de H;O, generada en funcién del tiempo de irradiacion de soluciones de
pterinas en presencia de los alcoholes (2-propancl y/o etanol) y estos resultados se
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compararon con la velocidad de formacion de H>O, en ausencia de alcoholes. Nuevamente,
si la via de formacion de H,O; es independiente de los radicales HO', deberia observarse la
misma velocidad de produccién de H,O; tanto en presencia como en ausencia de alcoholes.
De lo contrario, si la via de formaciéon de H,O; es por medio de la reaccion (16), entonces
la velocidad de formacion de H,O; en los experimentos en presencia de alcoholes deberia
ser mucho menor (o cero) que la observada en las fot6lisis en ausencia de alcoholes.

Como ejemplo, en la figura 7.11 se presentan los resultados obtenidos durante la
irradiacién de una solucion de HPT (350 uM, pH=10,2) en presencia de 2-propanol (350
mM). En este caso, la velocidad de produccién de H,O;, promedio fue de 1142 pM/min
durante los primeros 4 minutos de irradiacion. Este valor fue similar, dentro del error
experimental, al observado para la fotdlisis de HPT en idénticas condiciones, pero en
ausencia del secuestrador del radical HO (velocidad promedio de 14+2 pM/min). Estos
resultados, que se discuten en el capitulo 14, indican que el radical HO" no participa en el

proceso oxidativo de formacién de H,O,.
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Figura 7.11: a) Concentracién de H,O, presente en soluciones de HPT (|[HPT}],=350 uM; pH=10,5)
irradiadas a distintos tiempos. (O) Fotélisis en ausencia de 2-propanol y (@) fotélisis en presencia de 2-
propanol (350mM).

119



Capitulo 7

7.4 Referencias.

[1] Foote C. S.; Photochem. Photobiol, 54, 659 (1991).

[2] a) Krasnovsky A. A., Jr.; Biophysics, 24, 769, (1979). b) Kahn A. U.; Chem. Phys. Lett., 72, 112, (1980).

[3] C. S. Foote, E. L. Clennan, in ‘Active Oxygen in Chemistry‘, Eds. C. S. Foote, J. S. Valentine, A.
Greenberg and J. F. Liebman, Chalman & Hall, New York, 1995, vol. 2, ch. 4

[4] Martinez L. A., Martinez C. G., Klopotek B. B., Lang J., Neuner A., Braun A. M., Oliveros E.; J.
Photochem. Photobiol. B, 57, 94 (2000).

[5] Hurst J. R. y Schuster G. B.. J. Am. Chem. Soc., 105, 5756, (1983).

[6] Schmidt W., Galland P., Senger H. y Furuya M.; Planta, 182, 375 (1990).

[7] Rodgers (1973).

[8] Salomaa P. Schaleger L. L.y Long F. A.; J. Am. Chem. Soc., 86, 1, (1964)

[9] Aminian-Sagha. T., Nasini G., Caronna T., Braun A. M., Oliveros E.; Helv. Chim. Acta, 75, 531 (1992).

[10] Braun A. M., Oliveros E.; Pure Appl. Chem, 62, 1467 (1990).

[11] Oliveros E., Suardi-Murasecco P., Aminian-Sagha T., Braun A. M.; Helv. Chim. Acta, 74,79 (1991).

[12] Murasecco-Suardi P., Gassmann E., Braun A. M., Oliveros E.; Helv. Chim. Acta, 70,1760 (1977).

[13] Neckers D. C.; J. Photochem. Photobiol. A: Chem., 47, 1.21 (1979).

[14] Tournaire C., Croux S., Maurette M.-T., Beck I., Hocquaux M., Braun A. M., Oliveros E.; J
Photochem. Photobiol. B: Biol., 19,205 (1993).

{15] Braun A. M., Maurette M. T., Oliveros E.; ‘Photochemical Technology", translated by D. Ollis and N.
Serpone, Wiley, Chichester, 1991, ch. 2 and references cited therein.

[16] Allain C. C., Poon L. S, Chan C. S. G., Richmond W., Fu P. C_; Clin. Chem., 20, 470 (1974).

[17] Flegg H. M., Ann. Clin. Biochem., 10, 79 (1973).

[18] Janata E.; Indian Acad. Sci. (Chem. Sci.), 114, 731 (2002).

[19] Garcia Einschlag F. S. “Fotodegradacion de compuestos nitroaromdticos mediante la técnica de
UV/H,0;” (2001)

[20] Field R.J., Noyes R. y Postlewhaite D.; J. Phys. Chem, 70,223 (1976)

120



Capitulo 8
—

FOTOLISIS ESTACIONARIA

La irradiacion continua implica la iluminacion de la muestra con luz proveniente
de una lampara de intensidad constante y durante periodos largos de tiempo. Esta tltima
condicion es en referencia a la duracion de la iluminacion en las técnicas de fotdlisis de
flash, en las cuales el flash de luz puede durar desde el orden de los pocos milisegundos
hasta el fentosegundo, de acuerdo a la técnica especifica empleada.

Los experimentos en los cuales se estudia una reaccion fotoquimica inducida por
irradiacion continua se denominan genéricamente fotélisis continuas o estacionaras. Esta
convencion sera respetada en este trabajo; de esta manera, cuando se mencione, por
ejemplo, “la fotdlisis continua de 6-hidroximetilpterina (HPT)” se estara haciendo
referencia a los experimentos en los cuales HPT es convertido en fotoproductos mediante
la irradiacion continua de luz.

En este capitulo, se describiran las técnicas y los procedimientos que se emplearon
para llevar a cabo el estudio fotoquimico de pterinas en solucidon acuosa, bajo irradiacion
continua con luz UV-A de 350nm. La metodologia general empleada en cada uno de los
experimentos de fotolisis estacionaria puede resumirse en cuatro etapas basicas. que seran
analizadas en detalle:

8.1 Preparacion y control de la solucion a irradiar.
8.2 Irradiacion de la muestra durante distintos periodos de tiempo.
8.3 Estudio de las soluciones irradiadas mediante técnicas analiticas.

8.4 Analisis de los resultados.
8.1 Preparacion y control de las soluciones a irradiar.

Las soluciones se prepararon pesando cantidades adecuadas del compuesto sélido,
y luego disolviéndolo en soluciones acuosas de Na(OH) diluidas, para favorecer la
disolucion (ver seccion 5.1.2, capitulo 5). Posteriormente, se ajust6 el pH de la solucion en
aproximadamente 11, mediante el agregado de pequefios volimenes de solucion de

Na(OH) 0,5 M y, por ultimo, se llevé al volumen final mediante €l empleo de matraces.
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La soluciones se conservaron en el refrigerador a pH = 11 y se verifico la estabilidad de las
mismas, tomando los espectros de absorcion antes de cada medida.

Las distintas formas dacido-base de las pterinas difieren entre si en su
comportamiento fotoquimico. Por ende, fue conveniente realizar los experimentos de
fotolisis estacionaria en condiciones tales que existiera una sola forma acido-base del
compuesto en estudio. Asumiendo que las pterinas en agua poseen valores de pK, cercanos
a 8 (capitulo 2) puede deducirse que ajustando el pH en un valor mayor a 10, mas del 99 %
de las moléculas de los derivados pterinicos estaran en su forma alcalina. Por el contrario,
fijandolo en un valor menor que 6 mas del 99 % estaran en su forma acida. Por otro lado,
el pH no debe ser menor que 4, para evitar la presencia de otras formas acido-base (ver
capitulo 2). En particular, para AF y MAF el pH no debe ser menor a 5,0, para evitar la
protonacion de los grupos carboxilos.

El pH de las soluciones acuosas se ajustd agregando pequefios volimenes
(microlitros) de soluciones concentradas de HCl o NaOH. Las medidas de pH se realizaron
con medidores de pH provistos de un electrodo de vidrio combinado (pH-meter Metrhom y
pH- meter Schott CG 843P). La calibracion de los equipos se realizé empleando soluciones
amortiguadoras comerciales con valores de pH 4,00; 7,00; 10,00 y 12,00. En este punto, es
importante destacar que no se utilizaron soluciones reguladoras para ajustar el pH de las
soluciones debido a que, como se comprobara en el capitulo 11, ciertos buffers son capaces
de desactivar los estados singlete excitados de las pterinas!'.

La concentracion de cada solucion asi preparada, quedd determinada por las
condiciones de la experiencia o de la técnica en la cual seria utilizada. En muchos casos se
detectaron reacciones fotoquimicas secundarias; es decir, reacciones fotoquimicas que
sufren los fotoproductos que se originan en la fotdlisis del reactivo. Debido a esto, cuando
fue posible, se trabajo con soluciones con concentraciones lo suficientemente altas como
para que el reactivo absorba mas del 99% de la radiacion. Bajo estas condiciones
experimentales; que se denominaran, de ahora en adelante, condiciones de absorcion total
de luz; la solucion inicial posee A > 2 a la longitud de onda de excitacion. Por
consiguiente, la luz que reciben los fotoproductos de la reaccion es despreciable durante un
cierto periodo de tiempo, evitando asi su fotodegradacion (fotélisis secundaria). La mayor
parte de los experimentos de fotolisis realizados en este trabajo de tesis se llevé a cabo

empleando valores de concentraciones comprendidas entre 100 uM y 350 pM.

122



Fotdlisis estacionaria

Algunos experimentos de fotdlisis se realizaron con soluciones libres de O,. Este
tipo de experiencias se realizd para determinar cudl es la participacién de este gas en la
reaccion fotoquimica estudiada. Para eliminar el O, se trabaj6 con celdas de cuarzo de 1cm
x lcm que tiene una tapa, de cierre hermético, con un tapén de silicona (figura 8.1). A
través del tapon superior, se pincharon dos agujas; actuando, una como via de entrada y
otra como via de salida. Mediante este dispositivo las soluciones fueron burbujeadas con
gases inertes (He o Ar) durante, al menos, 20 mnutos. Luego, las aberturas fueron cubiertas

con parafilm.

I Hi i' Tapa a rosca

—— Tapoén de silicona

YH ”' -—— Rosca GL 14

Figura 8.1: Celda empleada en los experimentos de fot6lisis continua de pterinas (ﬁgura extraida @R
d& catdlogo de venta de la compailia Hellma).

Una vez preparada la solucion a irradiar y antes de iniciar cada experimento se
procedié al control espectrofotométrico de la misma. Se tomé un espectro de absorcion
UV-visible de la solucion, usando un espectrofotometro Cary 3; y se lo comparé con los
espectros correspondientes a soluciones de patrones comerciales. Se controld la posicién
de los maximos y minimos de absorcidn, y que la intensidad de las bandas fuera la correcta
considerando la concentracion. Como espectros de referencia se tomaron los de las
titulaciones espectrofotométricas (ver capitulo S y 10).

La mayor parte de los experimentos fue realizada empleando soluciones de partida
que contenian un unico compuesto. Sin embargo, en algunos experimentos se partié de
mezclas pues se queria analizar, por ejemplo, como influia la presencia de uno de ellos en
la reaccion de fotodegradacion del otro. Como norma general para estos casos, las
soluciones correspondientes a cada soluto fueron preparadas y controladas previamente,
luego se procedié a mezclarlas y finalmente, se controlé que el espectro de la solucion

resultante fuera la suma de los espectros de los solutos por separado.
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Se encontr6 que la estabilidad de las soluciones en la oscuridad difiere mucho de
un compuesto a otro. Sin embargo, en todos los casos se observé que las soluciones
alcalinas son mas estables que las 4dcidas. Respecto a la temperatura se comprob6 que todas
son estables indefinidamente si se las mantiene congeladas a -18 °C. Se utiliz6 el espectro
de absorcion como criterio para decidir sobre la calidad de una solucion que no fue

preparada en el dia de trabajo.

8.2 Condiciones de irradiacion.

Para la irradiacion de las soluciones se utilizé una lampara Rayonet Photochemical
Reactor Lamp, RPR 3500 A fabricada por la empresa Southern N. E. Ultraviolet Co. Esta
lampara emite luz de 350 nm con un ancho de banda aproximado de 20 nm. En la figura

8.2 se muestra un esquema del dispositivo empleado para la irradiacion de las soluciones.
Lampara |

Soporte

Celdh
Agitador
magnético Fuente

Figura 8.2: Esquema del dispositivo empleado para realizar los experimentos de irradiacién continua.

Las soluciones contenidas en las celdas se homogeneizaron usando un agitador magnético.
De esta manera se logro una mejor distribucion de los reactivos y fotoproductos en el seno
de la solucién, evitando la acumulacién de los fotoproductos en la zona cercana a la cara
irradiada. El tiempo de irradiacion fue medido con un cronémetro de disparo manual a
partir del instante en que se enciende la lampara. La geometria del dispositivo se mantuvo

sin modificaciones dentro de cada experimento. Ademas, en la mayoria de los casos, se
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mantuvo invariable la posicion relativa de la celda respecto de la lampara, entre distintos

experimentos de fotolisis. Esto permitié una comparacion directa entre resultados de

distintos experimentos.
En cada experimento de fotolisis, se extrajeron muestras a distintos tiempos de
irradiacion, para su analisis. Con este fin se adoptaron dos procedimientos generales:

v El primer procedimiento es el que se llevé a cabo cuando la técnica analitica utilizada
no modifica la composicion de la solucion (por ejemplo, espectrofotometria). La
solucién se introduce en la celda, es irradiada durante un cierto tiempo, se suspende la
irradiacion y se realiza la medida analitica correspondiente. Posteriormente, se vuelve a
introducir la celda en el sistema de irradiacion y se irradia nuevamente la solucion. Se
procede asi, sucesivamente hasta finalizar la experiencia.

v" El segundo procedimiento empleado se usé en aquellos casos donde las soluciones
irradiadas se analizaron con técnicas que modifica la composicion de las mismas (por
ejemplo, HPLC, determinacion colorimétrica de H,O», etc.). Para esto, se introduce una
alicuota de la solucion en la celda de irradiacion, sobre la que se deja incidir la luz
durante un tiempo y por ultimo, se retira la totalidad de la muestra para su analisis.
Posteriormente, se vuelve a cargar la celda con solucion madre sin irradiar y se repite la
secuencia de pasos descriptos anteriormente. Tipicamente el volumen de cada muestra

estuvo entre 3 y 4 ml que es la capacidad de las celdas usadas.

8.3 Técnicas para el analisis de las soluciones irradiadas.

En el estudio de las reacciones fotoquimicas que surgen las pterinas se emplearon
principalmente cinco técnicas para analizar las soluciones irradiadas en forma continua:
espectrofotometria, cromatografia en capa delgada (TLC), cromatografia liquida de alto
rendimiento (HPLC), medida electroquimica del O, disuelto y determinacion colorimétrica
de H,0,. Las cuatro primeras técnicas seran descriptas detalladamente en este capitulo,
mientras que la técnica colorimétrica para la cuantificacion de H,O, se expondra en el
capitulo 7, conjuntamente con la descripcion de otras técnicas empleadas para determinar
la capacidad que tienen las pterinas de generar otras especies reactivas de oxigeno. Este

conjunto de técnicas fue utilizado en la identificacién y caracterizacion de productos de
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reaccion, en la cuantificacion de reactivos y productos, necesario para la determinacion de
parametros tales como los rendimientos cuanticos de consumo de reactivos y generacion de

productos, y para obtener informacion sobre los mecanismos de reaccion involucrados.

8.3.1 [Espectrofotometria.

Este tipo de analisis se realizo con un espectrofotometro Cary 3 (Varian) y celdas
de cuarzo de camino oOptico adecuado para cada caso particular. Se registraron los
espectros de absorcion de las soluctones irradiadas, a distintos intervalos de tiempos. El
andlisis directo de estos datos permite decidir, en primer lugar, si existen cambios
espectrales producidos por la irradiaciéon o no. Si los espectros presentan cambios, esto
indica la presencia de modificaciones quimicas en la solucidén, y por ende, que se ha
producido una reaccion fotoquimica. Por otro lado, si luego de irradiar la solucion, no se
observan cambios espectrales, se concluye que el o los solutos presentes en la solucién de
partida son fotoestables. Esto es asi porque las pterinas poseen espectros muy sensibles a
los cambios quimicos en sus moléculas. Por ejemplo, en los estudios realizados con las
soluciones de los patrones comerciales no se han detectado dos derivados pterinicos que
posean espectros indistinguibles. Tampoco se encontré ningun caso en el cual durante la
fotolisis no se detectaron cambios espectrales y luego se hayan detectado cambios
quimicos a través del analisis por otras técnicas.

A partir de los espectros de las soluciones tomados a distintos tiempos de
irradiacion, se realizaron gréaficas de absorbancia versus tiempo para distintas longitudes de
onda. El andlisis de estas graficas permite evaluar algunos aspectos cinéticos del proceso
estudiado. Por ejemplo, observar si existe una primera etapa en la cual la velocidad de la
reaccion es constante, detectar en qué momento se producen cambios en las pendientes,
comparar si el comportamiento cinético es similar a distintas longitudes de onda de
observacion, etc.

Por otro lado, se obtuvieron los espectros diferencia experimentales (que seran
llamados “espectros DE o EDE”). Para obtener los distintos espectros DE se procedi6 de la
siguiente manera: a cada espectro absoluto obtenido durante una fotélisis (E(t=tn)) se le

resto el espectro absoluto obtenido antes de irradiar (E(t=0)). Por ejemplo:
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EDE(t=t1) = E(t=t1) - E(t=0)

Cabe aclarar que esta operacion, realizada con espectros, implica restar para cada
longitud de onda la absorbancia de E(t=0) a la absorbancia de E(t=t1). En definitiva, para
cada fotdlisis se obtiene una serie de espectros diferencia, un espectro por cada tiempo
distinto de 0 en el que fue analizada la solucion (EDE(t=tn), con n=1,2.3,....).

Los espectros absolutos y los espectros DE obtenidos en cada fotdlisis se
graficaron y analizaron. Fundamentalmente en este analisis se tiene en cuenta la presencia
y constancia en el tiempo de puntos isosbésticos. Esta claro que, mientras ocurra un unico
proceso, se mantendran constantes los puntos isosbésticos.

En las figuras 8.3 y 8.4 se muestran, a modo de ejemplo, los resultados obtenidos
en una fotdlisis de HPT en medio alcalino. En la figura 8.3.a se observan los espectros de
absorcién absolutos tomados cada 5 minutos durante los primeros 30 minutos. Puede
observarse que existen puntos isosbésticos que se mantienen sin variaciones durante este
periodo. En la figura 8.3.b, donde se muestran los correspondientes espectros DE, la
constancia de los puntos isosbésticos se aprecia mejor. De este analisis se puede deducir
que en este ejemplo se observa un tnico proceso fotoquimico durante los primeros 30
minutos. En la figura 8.4 puede observarse que luego de este primer periodo los puntos
isosbésticos comienzan a cambiar de posicion a medida que avanza la fotolisis; ademas,
también cambia la posicidon de los maximos y minimos de los espectros DE. Esto indica la

aparicion de otros procesos.
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Figura 8.3: a) Evolucién del espectro de absorcion de una soluciéon de HPT (JHPT|,=150 uM, pH=10,5)
al ser irradiada en presencia de O,. Los espectros fueron tomados cada 5 minutos y las flechas indican
el sentido del cambio. Camino éptico de 1 cm para la irradiacion y la observacién. b) Espectros DE

obtenidos a los mismos tiempos de irradiacion.

Este tipo de anadlisis es muy util para evaluar, por ejemplo, en qué momento se
vuelven importantes las reacciones de fotolisis secundaria. De esta manera, se puede poner
limite al tiempo de irradiacién dentro del cual se haran otros tipos de analisis
espectrofotométricos o se aplicaran otras técnicas en los cuales se desea aislar el primer
proceso fotoquimico. Mas aun, los experimentos cromatograficos, tanto de TLC como de
HPLC fueron diagramados teniendo en cuenta, entre otros aspectos, los resultados de estos
analisis previos.

Normalizando los espectros DE a distintos tiempos se obtuvieron los
correspondientes espectros diferencia experimentales normalizados (espectros DEN o,
simplemente EDEN). Cabe recordar que normalizar un espectro significa dividir la
absorbancia a cada longitud de onda por un nimero elegido arbitrariamente de acuerdo a la
conveniencia de cada caso. En este trabajo, los espectros DE fueron normalizados

dividiendo por la absorbancia de uno de sus maximos o minimos de absorbancia.
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Figura 8.4: Resultados obtenidos en el mismo experimento de la figura 8.3, pero a tiempos de

irradiaci6n mayores. a) Espectros de absorcion. b) Espectros DE correspondientes.

Si en un periodo de tiempo, durante una fotdlisis, se tiene un unico proceso, dentro
del error experimental, los espectros DEN a distintos tiempos seran iguales. Por el
contrario, seran diferentes si existe mds de un proceso. Este es un criterio adicional que se
aplicé también para determinar durante cuanto tiempo, dentro de un experimento, podia
considerarse la existencia de un unico proceso fotoquimico (fotdlisis primaria).

A modo de ejemplo, en la figura 8.5 se muestran los espectros DEN
correspondientes a los espectros DE graficados en las figuras 8.3.b y 8.4.b. En la figura
8.5.a se observa que, como era de esperar, los espectros DEN dentro de los primeros 30
minutos son similares entre si. No obstante, cuando los cambios espectrales son pequeiios,
la propagacion de errores puede afectar los espectros DE y, consecuentemente, los
espectros DEN. Esto es particularmente significativo en los primeros estadios de la
fotolisis. De esta manera, puede observarse en la figura 8.5.a que los espectros
correspondientes a S y 10 minutos presentan diferencias considerables con respecto a los
demas.

En la figura 8.5.b pueden observarse los espectros DEN correspondiente a tiempos
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mayores de irradiacién. Se aprecia que, a medida que avanza la fotolisis, las diferencias en
estos espectros se hace mayor indicando la presencia de otras reacciones que se suman al

proceso fotoquimico primario.
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Figura 8.5: a) Espectros DEN obtenidos a partir de los espectros DE de la figura 8.3.b. b) Espectros
DEN obtenidos a partir de los espectros DE de la figura 8.4.b.

8.3.2. Identificacion de productos mediante el analisis espectral.

El primer paso de este procedimiento consiste en proponer a una 0 mas sustancias
como posibles productos de determinada reaccion fotoquimica. Esta hipotesis puede
basarse en antecedentes de literatura, en el andlisis cualitativo de los cambios espectrales
registrados durante la fotolisis o en ambos. Luego de plantear una hipdtesis, se registran los
espectros de soluciones del reactivo y de la o las sustancias propuestas como productos. Es
importante, si la estequiometria propuesta es 1:1 (caso mas comin), que las soluciones
preparadas para este fin tengan la misma concentracion. De no ser asi, es imprescindible
corregir los espectros para obtener todos los espectros correspondientes a la misma
concentracion. Finalmente, se resta el espectro del producto al espectro del reactivo,
obteniéndose un espectro diferencia tedrico (espectro DT o, simplemente EDT). Este
espectro es normalizado para generar el correspondiente espectro diferencia tedrico
normalizado (espectro DTN o, simplemente EDTN).

Siguiendo con el experimento de fotdlisis de HPT en medio alcalino y si
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suponemos que una solucién 100 uM de HPT se transforma completamente en FPT,
cuando la reaccion se complete, el resultado sera una solucion 100 pM de FPT. Los
espectros DE y DEN de este experimento son respectivamente tguales a los espectros DT y
DTN, obtenidos de la manera antes indicada. Siguiendo esta linea de razonamiento, puede
comprenderse rapidamente que si la transformacion del experimento hipotético no fuera
completa, es decir, si s6lo una proporcion de HPT se transformara en FPT, el espectro DE
seria distinto al DT, pero el DEN seria igual al DTN. Teniendo en cuenta ahora los
experimentos de fotdlisis, puede concluirse que si la reaccion estudiada coincide con la
reaccion propuesta, el espectro DTN debe ser igual, dentro del error experimental, a los
espectros DEN obtenidos durante la fotolisis.

Teniendo los espectros de las soluciones patron es facil combinarlos entre si, para
obtener una serie de espectros DTN, los cuales sirvieron para compararlos con los
espectros DEN obtenidos en los experimentos de fotdlisis. De esta manera, en algunos
casos se logro una primera aproximacion en la identificacion de diferentes fotoproductos
de las transformaciones fotoquimicas estudiadas. Sin embargo, siempre se recurrié a la
corroboracion posterior mediante las técnicas cromatograficas que se describiran en las
siguientes secciones. En otros casos, en los cuales los espectros DTN no coincidieron en
absoluto con los DEN, este procedimiento sirvié para descartar la presencia de ciertas
sustancias como principales productos de reaccion.

Para concluir, y como puede desprenderse de lo expuesto en esta seccion, los
analisis detallados de los espectros de absorcidn, registrados a distintos tiempos de
irradiacion durante los experimentos de fotolisis continua, fueron de gran utilidad para
orientar la identificacion de los productos de reaccion y disefiar ulteriores experimentos
empleando otras técnicas. Debido a esto, esta metodologia siempre fue empleada antes que

las otras al iniciar el estudio de las distintas reacciones fotoquimicas.

8.3.3. Cromatografia en capa delgada.

La cromatografia en capa delgada de particion (TLC), que es usada habitualmente

para separar mezclas de compuestos polares, ha sido descripta como adecuada para la

(2.3]

separacion de derivados pterinicos'””. Empleando como base dicha técnica, fueron
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diseflados los experimentos que se describen en esta seccion. El método para este caso
particular consiste en utilizar celulosa (o celulosa modificada) como fase estacionaria y una
solucion acuosa de una sal. 0 mezclas de solventes polares (H,O. alcoholes. acetonitrilo,
etc) como fase movil. lLa ccelulosa permite. por un lado. sembrar cantidades considerables
de soluciones acuosas para scr analizadas y por otro. admite que ¢l solvente de corrida
(fase movil) contenga H,O.

Con este método se persiguicron dos objetivos principales. En primer lugar, se¢
busco aportar mas informacion para la identificacion de fotoproductos (71.C andlitica). En
segundo lugar. s¢ empleo una variacion de esta téenica para aislar cantidades significativas
de los productos de reaccion (T1.C preparativa) que fueron sometidas a ulteriores analisis.
Esta segunda aplicacion del método fue llevada a cabo. sobre todo. en aquellos casos en los
cuales se detectd algun fotoproducto que no pudo ser facilmente identificado empleando

las soluciones patron.

TLC andlitica.

Para desarrollar este tipo de experiencias, se utilizaron dos clases de placas
cromatograficas diferente a las que de ahora ¢n adelante denominaremos de Tipo I'y Tipo
I1. l.as placas Tipo I. son placas de DEAE-celulosa de 100 um de espesor, marca
Whatman. Por otro lado. las placas Tipo Il, son placas de celulosa de 250 um de¢ espesor
con marcador fluorescente. marca Sigma-Aldrich.

Se realizaron cormidas cromatograficas con soluciones preparadas a partir de los
patrones comerciales. En estos ensayos se ajustaron detalles experimentales tales como la
concentracion de las soluciones sembradas, la cantidad de gotas sembradas, la separacion
de las manchas en el punto de siembra, etc. Como fase movil se utilizaron soluciones
acuosas de NH4Cl de distinta concentracion. Las velocidades relativas con las cuales
migran los diversos compuestos analizados en este trabajo dependen sensiblemente de la
concentracion de esta sal. Por lo tanto, se realizé un estudio minucioso para determinar
bajo qué condiciones de concentracion se obtenian separaciones aceptables en los distintos
experimentos de fotolisis continua. Basicamente, y dependiendo de los productos de
reaccion particulares, se emplearon soluciones de concentracion 0,3 %(p/v) y 3 %(p/v). En
estos experimentos se determinaron los valores del factor de retardo (Ry) para los distintos

patrones. Cabe recordar que el R¢ se define como el cociente entre la distancia recorrida
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por la sustancia y la distancia recorrida por el solvente de corrida en un mismo ensayo
cromatografico. El R¢ depende de la fase estacionaria, de la fase moévil y de la sustancia
analizada, pero no de otros factores tales como el tiempo que dura la corrida, la distancia
recorrida por la sustancia, el tamaifio de la placa, etc.

En cada experimento se sembro sobre la misma placa cromatografica, pero en
distintas calles, una alicuota de la solucion irradiada (= 20 gotas desde tubo capilar de
vidrio) junto con soluciones patron del reactivo y de los posibles productos de reaccion.
Para el revelado de las placas Tipo I, se aproveché la fuerte emision fluorescente que
presentan las pterinas al ser irradiadas con luz UV-A (350 nm). De esta manera, cuando se
expone una placa, previamente sembrada con algun derivado pterinico, a la luz UV-A
pueden observarse las caracteristicas manchas emisoras de luz azul sobre un fondo negro.
Las intensidades relativas de la luz emitida por las manchas dependen no sélo de la
cantidad de la sustancia fluorescente sino también de otros factores tales como el
coeficiente de extincion molar y el rendimiento cuantico de fluorescencia. Por ultimo,
aquellas sustancias incoloras y no fluorescentes se revelaron usando las placas Tipo II con
indicador fluorescente citadas anteriormente. En estas placas, el revelado se hace
irradiando con luz de 254 nm; que es donde absorbe el marcador fluorescente que forma
parte de la placa; y las manchas se observan oscuras sobre un fondo fluorescente.

Luego se determinaron los valores de R¢ para todas las manchas presentes en la
placa y se compararon entre si. También se tomé en cuenta la forma de las manchas, ya
que se observo que distintos patrones presentaban diferencias en este aspecto. Cuando se

considerd necesario se realizaron corridas utilizando otro tipo de solventes.

TLC preparativa.

Para esta modalidad, se emplearon las placas semi-preparativas Tipo Il (placas de
celulosa, de 250 uM de espesor, con indicador fluorescente-Sigma-Aldrich). L.a mayor
cantidad de fase estacionaria por unidad de 4rea permite aumentar el volumen de muestra
sembrada sin perder la capacidad de separacion. Como se menciond anteriormente, esta
técnica fue aplicada para separar productos de reaccién y obtener soluciones de los
mismos.

En esta modalidad, la siembra se realiz6 “en banda”. Esto quiere decir que las gotas

no fueron aplicadas sucesivamente una sobre la otra en el mismo lugar o punto, sino que
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fueron aplicadas a lo largo de una linea perpendicular a la direccion de movimiento del
solvente de corrida. Una vez que se evapora el solvente sobre la linea de siembra se repite
la operacion. Realizando esta maniobra varias veces puede sembrarse un volumen mucho
mayor de muestra. Luego de realizar la corrida se obtiene una placa en la cual a distintas
alturas (segun los correspondientes valores de Ry) se encuentran los productos separados.

En estos experimentos se irradiaron volimenes mayores de solucion, generalmente
entre 10 y 20 ml en tubos de ensayo. Luego de la irradiacion las soluciones fueron
concentradas, disminuyendo su volumen por evaporacion de H,O hasta aproximadamente
0,5 a 1 ml. Esta operacion fue realizada en un equipo rota-vapor. Tipicamente se evapor
el agua de las soluciones fijando la temperatura entre 20 y 25 °C y la presion entre 0,5 y 2
cm de Hg. De esta manera, se aumento la masa de las sustancias separadas, no sélo por
sembrar un volumen mayor de solucién, sino también por sembrar una solucién de mayor
concentracion. Ademas en todos los casos en los cuales fue aplicada esta técnica se
realizaron controles de TLC analitica para verificar que el tratamiento de concentracion de
la muestra no hubiera alterado quimicamente a las sustancias presentes en la misma. Es
decir, se tomaron alicuotas de las soluciones irradiadas antes y después de ser concentradas
y se realizaron ensayos en los cuales se controlaron que ambas soluciones presenten el
mismo patron cromatografico; esto es, la misma cantidad de sustancias reveladas y con los
mismos valores de Ry.

Luego de realizar la correspondiente corrida cromatografica, cada una de las bandas
obtenidas fue recortada de la placa y raspada para recoger el solido en un tubo de ensayo.
Posteriormente se agregaron a cada tubo soluciones para separar la sustancia de interés de
la fase estacionaria y se agitaron durante unos minutos. Los tubos fueron centrifugados 15
minutos a 4000 r.p.m. y se separd el sobrenadante, quedando en el fondo de los tubos la
mayor parte de la fase estacionaria. Por ultimo, las soluciones fueron filtradas, empleando
filtros de nylon MSI (0,1 um), para eliminar las particulas de celulosa mas pequeiias que
no precipitaron durante la centrifugacion.

Respecto a la eleccion de la solucion que se agregé en cada caso para separar la
sustancia de interés de la celulosa, hay que aclarar que se realizaron numerosas pruebas
para determinar las condiciones Optimas de extraccion. Se ensayaron soluciones de KOH
(pH=11,0), NH4Cl 3%(p/v) y HCl de varias concentraciones. Luego de realizar el

procedimiento de extraccion se obtuvieron los espectros UV-visible de los sobrenadantes
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para investigar la presencia del analito en los mismos.

De esta manera, se lograron aislar distintos productos de reaccion en soluciones
acuosas. Estas soluciones fueron sometidas posteriormente a diversos estudios. Por
ejemplo, se compararon sus espectros de absorcion con los de soluciones patron y se

realizaron analisis por HPLC.

8.3.4. Cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC).

Esta técnica posee una mayor eficiencia separativa comparada con las técnicas de
TLC de particion. Considerando que en las soluciones irradiadas analizadas existen varios
fotoproductos esta cualidad adquiere gran importancia. Ademas, este método permite
cuantificar un compuesto si se cuenta con el patréon correspondiente, siendo esto de gran
utilidad para calcular rendimientos cuanticos.

Para estas medidas se emplearon dos equipos de HPLC diferentes: (I) Equipo 500 B
de Konic Instruments. Se utilizo una columna de separacion de fase reversa C18 HPLC
Spherisorb S5 ODS2 (250 x 46 mm). El sistema de deteccion consistié en un
espectrofotometro  Lambda 1000 Bischoff HPLC. (II) Equipo System Gold
chromatographic de Beckman Instruments. Se utilizé una columna de separacion Pinnacle
I1C18 5 pm (250 x 46 mm) Restek.

De acuerdo a antecedentes encontrados en literatura¥

se realizaron ensayos con
distintos eluyentes. En estas pruebas no se encontré una unica fase movil que pudiera
separar adecuadamente todos los componentes de las soluciones irradiadas en todos los
experimentos de fotolisis continua. En la tabla 8.1 figuran las condiciones de corrida
adoptadas para estos estudios.

El sistema de deteccion permite escoger la longitud de onda de analisis entre 200 y
400 nm. Muchos de los estudios cromatograficos se realizaron a 340 nm, zona en la cual
casi todos los derivados pterinicos presentan una banda caracteristica. En otros
experimentos se trabajo en la zona de 230 a 300 nm.

Se realizaron corridas cromatograficas con soluciones de patrones comerciales. Los

tiempos de retencion (tgr) fueron comparados con los obtenidos para las sustancias

presentes en las soluciones irradiadas.
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. . Flujo
H
Nombre Composicion (mV/min) p
Sistemal |KH,PO420mM, EDTA 2,5 mM 1,0 5,5
. 95% KH,PO,20mM, EDTA 2,5 mM
e 1, 5,5
Sistema 1 5% Acetonitrilo 0
) 97% KH,PO,; 20mM
Sistema 111 3% Acetonitrilo 1,0 5,5

Tabla 8.1: Sistemas de solvente de corrida empleados. La composicién estd expresada como una

relacién de volimenes. El pH que se indica en }a dltima columna se refiere a la solucion mezcla.

Para cuantificar las sustancias separadas por esta técnica, se realizaron curvas de
calibracion empleando soluciones patron. En cada caso se prepard, por pesada, la solucion
de mayor concentracion que se queria ensayar y a partir de ella soluciones de menor
concentracion diluyendo con H,O. De este modo, se obtuvieron series de soluciones de
concentracidon perfectamente conocida. Cada una de las soluciones fue inyectada en el
equipo y se obtuvieron los respectivos cromatogramas. Un cromatograma consiste en una
grafica de la sefial en funcion del tiempo de corrida. La sefial es un valor dado en unidades
arbitrarias (U.A.), que es proporcional a la absorbancia de la solucion que pasa por la celda
del detector, a la longitud de onda seleccionada. Posteriormente se integro el area debajo
de los picos presentes en los cromatogramas y se construyeron curvas de area en funcién
de la concentracion.

Estas curvas de calibracion fueron realizadas para todas las sustancias que se
cuantificaron. Ademas se llevaron a cabo en las mismas condiciones experimentales de
corrida en las cuales se analizaron las soluciones irradiadas de los experimentos donde se
cuantificaron reactivos y productos. Puede apreciarse en todas las graficas una relacion
lineal entre el drea y la concentracion. Para cada curva de calibracién, correspondiente a
cada derivado pterinico patron, se realizo una regresion lineal de la cual se obtuvo la
correspondiente pendiente. Este valor de pendiente fue utilizado como factor de conversion
entre el area obtenida en los experimentos de fotolisis y la concentracion. De esta manera,
a partir del analisis cromatografico de las soluciones irradiadas durante distintos tiempos se

obtuvieron las curvas de concentracion en funcion del tiempo.
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8.3.5. Medida electroquimica de oxigeno.

La concentracion del O, disuelto en las soluciones irradiadas fue determinado
electroquimicamente empleando un electrodo sensible a O, (Orion, modelo 37-08-99)
Para realizar estas medidas se recurri6 al uso de una celda de vidrio pyrex provista de
cierre hidraulico dentro de la cual se coloco el electrodo ¥ la solucion a irradiary, este
dispositivo permite irradiar la solucion Y cuantificar el O, disuelto en la solucién al mismo
tiempo. El electrodo posee en su extremo un buzo magnético, otro se coloco en el fondo de
la celda. Un agitador magnético se ubicd por debajo de la celda, de modo tal que las
soluciones fueron agitadas durante los experimentos. Por otra parte, la celda se llena
completamente con la solucion a analizar y el electrodo se ajusta de manera tal que no se
permite el intercambio de gases durante el experimentog Ademas, la membrana del
electrodo esta protegida de luz UV durante la irradiacién por un dispositivo plastico.

Una vez que se prepara todo el dispositivo, se realiza la medida de la concentracion
de O disuelto en la solucion antes de ser irradiadag Es necesario puntualizar que, en todos
los experimentos llevados a cabo con esta técnicayg se emplearon soluciones iniciales
saturadas en aire Finalmente se inicia el experimento de fotdlisis estacionaria ¥ sin apagar
la lampara se efectuan las medidas a distintos tiempos de irradiacion.

Se realizo un experimento control para descartar que la disminucién en la
concentracion de O, observada pudiera deberse al descenso en la solubilidad del mismo
como consecuencia del calentamiento producido por la lampara. Si bien el aumento de la
temperatura de la solucion es de s6lo unos pocos grados centigrados, este efecto debia ser
tenido en cuenta por la fuerte dependencia con la temperatura que muestra la solubilidad
del O, en H;0. El resultado de este control (figura 8.5) muestra que se produce un ligero
descenso de la concentracion de O; en los primeros minutos de irradiacion para luego
alcanzar un valor que se mantiene con ligeras oscilaciones. Estos cambios, como se vera
cuando se presenten los resultados, pueden despreciarse frente a los cambios observados en

las fotdlisis que transcurren con consumo de O,.
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Figura 8.6: Medida de la concentracion de O, en H,O bajo irradiacion. Este control se realizo

respetando las condiciones y geometria empleadas en las fotdlisis y con la misma lampara.

Las medidas electroquimicas de O, disuelto en el medio durante las fotdlisis
sirvieron para determinar si dicho gas participaba o no en las reacciones fotoquimicas
estudiadas. Sin embargo, estos resultados no pudieron ser comparados cuantitativamente
con aquellos obtenidos en otros experimentos, pues las condiciones experimentales

diferian mucho a causa del dispositivo especial empleado para estas medidas.

84. Determinacion del rendimiento cuantico de una reaccion.

Si se tiene una solucién en la cual la Gnica especie quimica que absorbe luz, a
determinada longitud de onda, es un soluto, la ley de Lambert-Beer puede expresarse, con
la siguiente ecuacidn:

PA=Py(1-10"") (M
donde P, es la intensidad de la luz absorbida por el soluto que se encuentra en la solucion
con una concentracion molar C, P, es la intensidad de la luz incidente. P4 y P, se expresan
en fotones por unidad de tiempo. € es el coeficiente de absorcién molar a la longitud de
onda de irradiacién y 1 es el camino 6ptico.

En fotoquimica es util un pardmetro que puede definirse como el nimero de

fotones por unidad de tiempo y por unidad de volumen que son absorbidos por una muestra
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y que se representarad como P,. Si V es el volumen de la solucion, la relacion entre Pa € P,
viene dada por la siguiente ecuacion.
P.=PA/V (2)

El rendimiento cuantico de una reaccion fotoquimica puede ser definido como el
cociente entre el nimero de moléculas que reaccionan y el namero de fotones absorbidos.
Este parametro sera representado por la letra (®).

Si se mide la velocidad de desaparicion de un reactivo o la velocidad de aparicion
de un producto puede calcularse el rendimiento cuantico de una reacciéon mediante las
siguientes ecuaciones.

-d[R}/dt d[P]/dt
Op=—" (3) Dp=—""— (4)
P, P,

Las velocidades de d[R}/dt y d[P]/dt se calculan a partir de la determinacién de las
concentraciones de reactivo y productos realizadas con la técnica HPLC (ver seccion
anterior). El otro parametro que es necesario determinar es P, para lo cual es
imprescindible conocer P, 6 P,', la intensidad de luz incidente por unidad de volumen
(Ps/V). La metodologia empleada para la determinacion de este ultimo parametro se
discutira en la siguiente seccién.

Para la determinacion de los rendimientos cuanticos de una determinada reaccion se
trabajo, cuando fue posible, en condiciones de absorcion total de luz. De esta manera,
conociendo el € a 350 nm de la sustancia que se va a irradiar, se trabajo en condiciones
experimentales tales que A = €.1.C >> 1 lo que conduce a que, segiin la ecuacion (1), Pa=
P,. Bajo estas condiciones P, puede reemplazarse por P, en las ecuaciones (3) y (4).

Para obtener las velocidades se tomaron intervalos de tiempo en los cuales se
cumplieran dos condiciones. Por un lado, que la cinética de la reaccion sea de orden 0
(velocidad constante). Con esto se pretende que la cantidad de luz absorbida por unidad de
tiempo sea aproximadamente constante. Por otro lado, que la absorbancia de los productos
a 350 nm sea despreciable respecto a la del reactivo. Esta segunda condicion asegura que
pueda considerarse que la luz absorbida por la soluciéon es la luz absorbida solo por el
reactivo, siendo vélida la ecuacion (1). Puede concluirse rapidamente que estas dos
condiciones no son independientes sino que, por el contrario estan fuertemente
relacionadas.

Cuando un determinado experimento de fotolisis avanza el reactivo se consume a la
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vez que los fotoptoductos se acumulan. Esto conduce a que las condiciones previamente
establecidas dejen de cumplirse. Cuando esto ocurre, en general, se observa una
disminucion en la velocidad de consumo de reactivo y una disminucion en la formacion de
los productos que son fotoestables (o menos fotosensibles que el reactivo).

A modo de ejemplo obsérvese la figura 8.7; en ella se muestra la evolucién de la
concentracion del fotoproducto (FPT) durante un experimento de fotdlisis de HPT. Se
puede distinguir un primer periodo en el cual se observa una cinética de orden 0 vy,
posteriormente, un segundo periodo en el cual se observa una disminucién de la pendiente.
Para el calculo del rendimiento cuantico, se emplearon s6lo los datos de la primera fase,
practicamente correspondientes a condiciones de velocidad inicial. La linea continua es la
regresion lineal realizada con los resultados obtenidos en la primera fase.

Para concluir, los experimentos en los cuales se determinaron los rendimientos
cuanticos de las distintas reacciones estudiadas fueron disefiados de tal manera, que el
periodo en el cual se cumplen las condiciones previamente mencionadas fuera lo
suficientemente largo como para poder realizar un nimero adecuado de medidas de
concentracién. Por otro lado, se trabajd en condiciones experimentales tales que
permitieran satisfacer la condicion P, = P,,’, dentro del error experimental. Es evidente que
trabajando con soluciones de partida lo mas concentradas posibles, se cumplen las
condiciones citadas.

Sin embargo, el limite superior de concentracion esta determinado por la
solubilidad del soluto y varia mucho entre los distintos compuestos empleados. HPT, que
posee un grupo -CH,OH es mas soluble que PT y MPT. Por otro lado, otros derivados
pterinicos como el AF y la CPT que tienen sustituyentes ionizados son mas solubles que el
resto de las pterinas que no los poseen. Ademas la solubilidad depende del pH. En general,
en soluciones alcalinas donde el doble anillo pterinico posee el grupo ceto de la posicion 4

ionizado como fenolato las pterinas son mas solubles.

140



Fotolisis estacionaria

@
S

—
N4
(v}

=

~J
W

50 A

Concentraciéon (uM)

[ad
W

T T —T T T

0 3 6 9 12 15 18 21
t (min)

Figura 8.7: Evolucion de la concentracién de producto (FPT) durante la fotélisis de HPT. (®) primer

periodo en el cual se observa una cinética de orden 0. (O) segundo periodo, disminucién de la

pendiente. La linea representa la regresion lineal realizada con los datos de la primera fase.

8.5. Actinometria.

La determinacion del parametro P,, puede realizarse mediante el empleo de un
actinémetro quimico. En este trabajo de tesis, el actindmetro quimico utilizado fue una
solucién de Aberchrome 540P). El intervalo de longitud de onda de aplicacion de este
actinémetro es de 310 a 370 nm y 436 a 546 nmg Este compuesto es el anhidrido del acido
(E)a-(2,5-dimetil-3-furiletiliden)(isopropiliden)succinico (DFISl el cual bajo irradiacion
con luz de la region del espectro comprendida entre 316 — 366 nm adquiere un color rojo
intenso debido a la formacion del 7,7 a-dihidro-2,4,7,7 a-pentametilbenzo [b] furano
(7,7,a-DHBF). La reaccién inversa correspondiente a la apertura del anillo es inducida por
luz visible (436 a 546 nm). Las estructuras quimicas de las dos especies, junto con los

correspondientes espectros de absorcion, se muestran en la figura 8.8.
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Figura 8.8: Espectro de absorcion en la region ultravioleta de la especie DFIS (_) y en el visible de la

especie 7,7 DHBF (. ) del Aberchrome 540, en tolueno (10-4 mol I-1; camino éptico 1 cm)

Este actindmetro puede usarse en diferentes solventes. La longitud de onda del
maximo de absorcion del DFIS no depende de la naturaleza del solvente usado (Amax =343
nm; €343 = 60771 mol! cm"); en cambio la longitud de onda del maximo de absorcion de
(7,7,a-DHBF) varia considerablemente segin cual sea el solvente usado (Ama =494 nm;
€494 = 60771 mol™ cm™ en tolueno).

Para realizar la actinometria en el ultravioleta, DFIS es irradiado a distintos tiempos
(t) y se mide la absorbancia del 7,7,a-DHBF a la longitud de onda de su maximo (A%,
Analogamente, cuando se trabaja en el visible, se irradia 7,7,a-DHBF a distintos tiempos y

494

el analisis se hace también midiendo la disminucion de A*”". La intensidad de luz

absorbida por el actinometro (P, ) puede calcularse a partir de la siguiente ecuacion:

d[7,7*-DHBF] 1
P,= (5)
dt Dac

donde, @ es el rendimiento cudntico del actindmetro. Cuando se irradia en el UV, @, es

el rendimiento cuantico de la reaccion de conversion de DFIS en 7,7°-DHBF (DPyy). Dyy s
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igual a 0,2 independientemente del solvente usado. Cuando se irradia en el visible, @4, €s

el rendimiento cudntico de la conversion de 7,7°-DHBF en DFIS (®vis). (Pvis) ha sido
determinado en tolueno, y varia linealmente en funcion de la longitud de onda de
irradiacion entre 436 nm y 546 nm.

La ecuacion (5) puede expresarse de la siguiente manera:
Pa= (dA™"/ d0)/(e 494 * 1 * Do) (6)

donde, € 494 = 8200 M-1cm-1 (en tolueno), y | es el camino Optico de la celda en la cual se
mide la absorbancia=1 cm

Para determinar P, se cargo la celda de fotdlisis con el actinémetro y se irradi6 esta
solucién durante un cierto tiempo (t) y se midi6é el valor de absorbancia a 494 nm. Se
repitio este procedimiento de manera de obtener varios puntos. Se grafico A*** vs. t, se
ajustaron los puntos por cuadrados minimos con la ecuacion de una recta, de donde se
obtuvo dA*** / dt. Posteriormente se calculd P, usando la ecuacion (6).

Si mas del 99,9% de la luz es absorbida por el actinometro durante el periodo de
tiempo de la irradiacion, puede suponerse que P, es aproximadamente igual a P,," (P, =P,).
De lo contrario, se realiza el calculo correspondiente empleando la ecuacion (1).

Resulta obvio que P," depende de factores geométricos, tales como la distancia de la
lampara a la celda, las dimensiones de la celda misma, etc. Por esta razon en todos los
experimentos en los cuales se empleé el valor de P, para calcular rendimientos cuanticos

la geometria del sistema se mantuvo igual a la del experimento de actinometria.
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Capitulo 9
I

ANALISIS ESPECTROFOTOMETRICO

Como ya se menciono en el capitulo 2, el doble anillo pterinico presenta numerosos
grupos disociables en su estructura. Debido a esto, de acuerdo al pH de la solucion, las
pterinas presentan distintas formas acido-base que difieren entre si en la carga neta de la
molécula. En el intervalo de pH comprendido entre 4 y 13, todas las pterinas comparten un
unico equilibrio acido-base comun, que involucra los mismos grupos funcionales, con un
pKa cercano a 8. Dicho equilibrio se muestra en la Figura 9.1, pudiendo observarse que el
grupo amida se transforma en fenolato al aumentar el pH. Estas formas acido-base
presentan caracteristicas fotoquimicas y fotofisicas diferentes, siendo imprescindible

conocer cual de ellas esta presente en cada una de las condiciones experimentales.

0 o
L__N__R «__N__R
NS .8 7 + 1 N 7
HNT N N ; N7 N
M @

Figura 9.1: Equilibrio 4cido-base de las pterinas: (1) forma 4cida, (2) forma alcalina.

H,N

Considerando estos antecedentes, se decidio estudiar este equilibrio para todos los
compuestos a los que se les haria el estudio fotofisico y fotoquimico. Con esta informacion
se fijaron, posteriormente, las condiciones de pH de todos los experimentos, para dejar
bien definido qué forma acido-base se esta analizando en cada caso.

En este capitulo se muestran los espectros de absorcion de ambas formas acido-
base para cuatro derivados pterinicos: 6-hidroximetilpterina (HPT), 6-metilpterina (MPT),
6,7-dimetilpterina (DPT) y acido N-metil félico (MAF). Como asi también se presentan los
resultados de las titulaciones realizadas; esto es, los valores de las constantes de

disociacion acida (K,) para los cuatro compuestos estudiados (ver capitulo 5).

145



Capitulo 9

9.1 Espectros de absorcion y constantes de disociacion.

6-hidroximetilpterina (HPT): La Figura 9.2a muestra los espectros correspondientes a
las formas 4acida y alcalina. La forma 4cida tiene una banda de absorcion en la region
comprendida entre 260 y 290nm, con un maximo (Amax) €n 275nm; y otra banda entre 300
y 400 nm, con el Ama en 346nm. En la forma alcalina, la posicion los méximos de
absorcion de cada banda es 254 nm y 364 nm (para la banda de absorcion de mayor y
menor energia, respectivamente). La titulacion espectrofotométrica se llevé a cabo segin la
técnica descripta en el capitulo 5. En la figura 9.2b se muestran los espectros de absorcion
registrados a distintos valores de pH. A modo de ejemplo, en la figura 9.3 se representa la
evolucion de la absorbancia a 275 nm, con el pH. A partir de este tipo de curvas, se obtuvo
el valor de K, para cada longitud de onda y luego se calculo el valor promedio de dicha
constante. Para este caso, se obtuvo un valor promedio igual a 7,94 x 10°, que representa

un valor de pKa de 8,1+0,1.

25 25 q
(@) | (b)

2.0+

200 250 300 350 400 450 200 250 300 350 400 450
A (nm) A (nm)
Figura 9.2: a) Espectros de absorcion de las formas acida () y alcalina ( ) de HPT. b) Espectros de

absorcién de HPT en solucién acuosa (100 uM), en funcién del pH. Camino éptico: 1 ¢m.
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Figura 9.3: Curva de titulacién a 275 nm para una solucién de HPT (100 uM). La linea representa el

ajuste realizado con la ecuacion teérica (ver ecuacién 2, capitulo 5).

6-metilpterina (MPT): El estudio realizado para MPT muestra un comportamiento
similar al observado para HPT, con los desplazamientos tipicos de las bandas de absorcion
en funcién del pH. Ambas formas acido-base de MPT presentan dos bandas de absorcion.
La forma 4cida tiene una banda de absorcion con un Apax igual a 273nm; y otra banda con
un Amax de 348nm. Por su parte, la forma alcalina tiene una banda con el maximo en 254
nm y la otra en 364 nm (Figura 9.4a). En la figura 9.4b se muestran los espectros de
absorcion registrados a diferentes valores de pH, en el intervalo comprendido entre 4 y 12.
En la figura 9.5 se muestra una curva de titulacion espectrofotométrica tipica, donde se
observa la presencia de un s6lo grupo ionizable en el intervalo de pH estudiado. El valor
promedio de K, obtenido para MPT es de 4,68x107; que representa un valor de pK, igual a
8,3+0,1.
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Figura 9.4: a) Espectros de absorciéon de las formas dcida (_.) y alcalina () de MPT. b) Espectros de
absorcién de MPT en solucién acuosa (100 uM), en funcién del pH. Camino dptico: 1 cm.
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Figura 9.5: Curva de titulacién a 370 nm para una solucién de MPT (100 uM). La linea representa el

ajuste realizado con la ecuaci6n tedrica (ver ecuacion 2, capitulo 5).

6,7-dimetilpterina: En los primero capitulos, se hizo mencién de la baja solubilidad que
presentan las pterinas en solventes como H,O; principalmente la forma neutra de las
mismas. DPT presenta una solubilidad en H,O extremadamente pequeila; siendo uno de los
compuestos menos solubles en comparacion con el resto de las pterinas. Debido a esto,

para trabajar con soluciones 4cidas de DPT, los experimentos se desarrollaron empleando
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soluciones muy diluidas (absorbancia a 350 nm menores a 0,12). En consecuencia, el error
experimental en la determinacion espectrofotométrica de K, fue significativo.

El comportamiento espectrofotométrico de DPT segun el pH fue, cualitativamente,
similar al observado para HPT y MPT (Figura 9.6a). La forma acida tiene una banda de
absorcion con un Amax €n 273nm y otra banda con un Anay en 342nm. Para la forma alcalina
las posiciones de los Amax de absorcion son de 250 nm y 358 nm, para la banda de
absorcion de mayor y menor energia, respectivamente. En la figura 9.7 se muestra una
curva de titulacion espectrofotométrica tipica donde también se observa la presencia de un
unico equilibrio acido-base en el intervalo de pH analizado (5-12). El valor de K, obtenido

es de 4,0x10'9; que equivale a un valor de pK, de 8,6+0,1.

0.35 0.35 -
(a)
0.30 - 0.30
0.25 - \\ 0.25
\
0.20 - \ 0.20
< \ <
0.15 A \ \/ 0.15
0.10 — 0.10 - 77
0.05 - 0.05 -
0.00 T T T T = 0.00 +— v
200 250 300 350 400 450 350

A (nm) A (nm)
Figura 9.6: a) Espectros de absorcién de las formas 4cida () y alcalina (__) de DPT. b) Espectros de

absorcion de DPT en solucién acuosa (50 pM), en funcién del pH. Camino dptico: 1 cm.
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Figura 9.7: Curva de titulacién a 250 nm para una solucién de DPT (50 puM). La linea representa el

ajuste realizado con la ecuaci6n tedrica (ver ecuacion 2, capitulo 5).

Acido N-metil félico (MAF): En el capitulo 2 se mostro la estructura molecular de este
derivado pterinico, donde puede observarse su similitud estructural con el AF. El MAF
presenta, en su estructura molecular, una porcion pterinica, otra de acido glutdmico y otra
de acido p-aminobenzoico (con un grupo metilo unido al 4tomo de nitrogeno en la posicidn
10). E1 MAF, en su doble anillo pterinico, presenta el mismo grupo ionizable que el
observado para los demas derivados pterinicos. Por otra parte, posee dos grupos
carboxilicos en su porcidon de acido glutamico; los cuales se encuentran ionizados en
soluciones ligeramente acidas, neutras o alcalinas. En el intervalo de pH comprendido
entre 4 y 13; estos grupos carboxilos estan siempre disociados, y el Gnico equilibrio acido-
base presente es el correspondiente al anillo pterinico.

Los espectros de las formas acida y alcalina del MAF se muestran en la Figura 9.8a.
Puede apreciarse que el espectro de la forma alcalina presenta tres bandas de absorcion.
Esta caracteristica puede explicarse teniendo en cuenta el grupo bencénico que forma parte
del sustituyente que presenta esta pterina. En efecto, las bandas con el maximo en 255 nm
y en 367 nm son asignadas al anillo pterinico, mientras que la banda con maximo en 303
puede ser asignada al residuo de acido N-metil-p-aminobenzoico. En la forma acida
también se observan tres bandas de absorcion. Haciendo un analisis similar al realizado
para la forma alcalina, puede verse que la banda de 303 nm no se altera, en cambio las

otras las bandas de 255 nm y la de 367 nm sufren un corrimiento similar al observado en
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las pterinas descriptas anteriormente, al pasar de la forma 4cida a la forma alcalina. De esta
manera, para la forma acida, los maximos de absorcion de las bandas que corresponden al
anillo pterinico son 284 nm y 352 nm. Mirando los coeficientes de absorcion de las bandas
podemos ver que los unicos que cambian, sufriendo una pérdida de intensidad al pasar de
la forma alcalina a la forma acida, son los correspondientes a las dos bandas del anillo
pterinico (un comportamiento similar es el observado para otras pterinas)!'!. En cambio, los
coeficientes de absorcién de la banda de 303 nm permanecen invariantes en el intervalo de
pH estudiado.

En la figura 9.8b se muestran los espectros de absorcion del MAF registrados en el
intervalo de pH en el que se realizd la titulacidon espectrofotométrica (entre 4 y 13);
mientras que en la figura 9.9 se representa, a modo de ejemplo, la variacion de la
absorbancia a 365 nm con el pH de la solucion. Estos resultados arrojan un valor promedio

de K, de 3,39x10'9; y su correspondiente valor de pK, de 8,5+0,1.

25+ - 2.5
| (a)| \
2.0 4 f : “
f/ [ \ / ‘
1.5 1 \ /} \ | ul.:“'i.
\ / \ [ =% 7
< \ < Y
10 - / \ 10 1 Y,
0.5 1‘ 0.5 1
| |
00 l e T —{‘ 0 0 h T T T T :
200 250 300 350 400 450 200 250 300 350 400 450
A (nm) A (nm)

Figura 9.8: a) Espectros de absorcién de las formas acida () y alcalina ( ) de MAF. b) Espectros de

absorcion de MAF en soluciéon acuosa (100 pM), en funcién del pH. Camino éptico: 1 cm.
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Figura 9.9: Curva de titulacién a 365 nm para una solucién de MAF (100 uM). La linea representa la

regresion no lineal realizada con la ecuacion teérica (ver ecuacion 2, capitulo 5).

9.2. Conclusiones.

Como era de esperar teniendo en cuenta lo expuesto en el capitulo 2, para los cuatro
derivados pterinicos analizados (HPT, MPT, DPT y MAF) se detecté un tnico equilibrio
acido-base en el intervalo de pH comprendido entre 4 y 13 (figura 9.1). El andlisis de los
espectros de absorcion de estas cuatro pterinas, mostré un comportamiento similar al

28 (ver seccion 4.1). A

descripto en la literatura para otros derivados pterinicos
continuacion se describiran las principales caracteristicas observadas.

Todos los compuestos estudiados presentan dos bandas principales de absorcion,
una banda ubicada en el intervalo de longitudes de onda 220 a 290 nm (banda de mayor
energia) con coeficientes de absorcion molar relativamente altos, comprendidos entre
1x10* y 2x10* M"cm", y la otra, ubicada en la region comprendida entre 300-400nm
(banda de menor energia), con coeficientes de absorcion molar menores comprendidos
entre 5x10° y 1x10* M'em™. Ademas. se observa el corrimiento caracteristico de la banda
de mayor energia a menores longitudes de onda al pasar de la forma 4cida a la alcalina; y el
efecto contrario, corrimiento hacia longitudes de onda mayores, de la banda de menor

energia. Como era de esperar, las formas alcalinas presentan mayores coeficientes de

absorcion molar en ambas bandas respecto de las respectivas formas acidas.
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El analisis de los espectros de absorcion del MAF revela cierta similitud con el
comportamiento descripto en literatura para el AF (4 Este comportamiento era de esperar
teniendo en cuenta que, en ambos compuestos, la naturaleza quimica de los sustituyentes
es similar. En ambos compuestos, el acido p-aminobenzoico forma parte de la estructura
del sustituyente. El anillo bencénico propio del p-aminobenzoico, es el responsable de la
banda de absorcién adicional que se observa en estas pterinas. En la figura 9.10 se
muestran los espectros de absorcion de ambas formas acido-base del MAF y AF. Puede
observarse que la banda de absorcion correspondiente al anillo bencénico del sustituyente
del MAF (303 nm) esta desplazada 18 nm respecto de la correspondiente banda en el AF
(285 nm). Este fenémeno puede explicarse teniendo en cuenta la presencia del grupo

—CH3; unido al atomo de nitrégeno de la posicion 10 del MAF (ver figura 2.4b, capitulo 2).

3.0 : 3.0 + e o
\(a) MAF | | |(b) MAI
25 4 AF || .5 B g
iy ’,x/" ‘\ ]
201\ \ ‘ 2.0 {H
/ \ ‘ r
| "‘ | /
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< 15 S » < /
| NE \ ; ‘
| \:// \ } 1
7 \ | \.‘
i ‘ N : |
0.5 4 N\ ‘ 0.5
i ‘ i
W SRR IR S O S LA 1
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A (nm) A (nm)

Figura 9.10: a) Espectros de absorcion de la forma acida del AF y MAF. b) Espectros de absorcion de
la forma alcalina del AF y MAF. Solucién acuosa de AF y MAF (100 pM). Camino dptico: 1 cm.

Por otra parte, se determind el valor de la constante de disociacion acida (K,) para
HPT, MPT, DPT y MAF (Tabla 9.1). Para ninguno de estos compuestos se encontraron
antecedentes en literatura; sin embargo, los resultados obtenidos se encuentran dentro del

intervalo esperado para las pterinas (ver tabla 2.2, capitulo 2).
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Compuesto | pK, (£0,1)
HPT 8.1
MPT 8.3
DPT 8,6
MAF 8,5

Tabla 9.1: pK, del equilibrio amida-fenolato en las pterinas.

Comparando estos valores de pKa con el correspondiente al doble anillo pterinico
sin sustituyentes (pKa"'=7,9+0,1), puede apreciarse que HPT tiene un valor similar
(pKa=8,1+0,1), considerando los errores experimentales. Por otra parte, MPT y DPT
presentan valores de pK, superiores al de PT (pKa"""=8,3 y pKa""'=8,6). Este incremento
en el valor de pK,, en relacion a los otros compuestos de la serie, puede explicarse por el
efecto inductivo que ejerce el grupo metilo (~CHj3). Este sustituyente ejerce un efecto
inductivo sobre el anillo, aportandole electrones al mismo. Este incremento en la densidad
de carga negativa sobre el doble anillo pterinico, provoca una disminucidén de la acidez del
grupo carbonilo involucrado en el equilibrio &cido-base, y consecuentemente, un
incremento en el valor de pK,. En el caso de DPT esta contribucion es ain mayor debido a
la presencia de dos grupos —CH3 (en las posiciones 6 y 7 del anillo, respectivamente).

Como se mencion6 en la introduccidn de este capitulo, ambas formas acido-base
(figura 9.1) presentan caracteristicas fotoquimicas y fotofisicas diferentes. Esto hace
imprescindible que, para simplificar el andlisis de la informacion obtenida en los
experimentos de fotoquimica y fotofisica, sea conveniente realizar los mismos en
condiciones tales que, en solucion, exista solamente una de las dos formas acido-base de la
sustancia en estudio. Del andlisis de los valores de pK, puede concluirse que, fijando el pH
de la solucion de trabajo en valores superiores a 10,5 mas del 99% de las moléculas estaran
en su forma alcalina. Por el contrario si el pH de la solucion es menor que 5,5 mas del 98%
de las mismas estaran en su forma acida. El limite inferior de pH al cual se puede trabajar

sin la presencia significativa de otras formas acido-base, puede decirse que es por encima

de 4.
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Capt’tulo 10
|

ANALISIS ESPECTROFLUOROMETRICO

Tal como fue expuesto en el capitulo 4, la fluorescencia de algunos derivados
pterinicos ha sido estudiadal'™!. La emisién de estos compuestos es diferente para las dos
formas acido-base y ademas parece ser fuertemente dependiente de la naturaleza quimica
del sustituyente. En efecto, si bien la mayoria de los compuestos analizados presentan
rendimientos cuanticos de fluorescencia relativamente altos, el acido foélico posee una
emision extremadamente baja.

En este capitulo se exponen los resultados del analisis espectrofluorométrico de
cuatro derivados pterinicos, que no fueron estudiados anteriormente. Dos de ellos (HPT y

MPT) poseen, al igual que otros compuestos previamente estudiados!' ™!

, sustituyentes en la
posicidn 6 que contienen un tnico &tomo de carbono. DPT posee un grupo metilo adicional
ubicado en la posicion 7 del doble anillo pterinico. MAF, por su parte, es un derivado que
presenta una gran similitud estructural con el AF y fue elegido para evaluar si el

3]

comportamiento fotofisico observado para este compuesto*” es un comportamiento general

de los derivados pterinicos con el mismo tipo de sustituyentes.

10.1 Espectros de emision.

Se registraron los espectros de emisiéon de HPT, MPT, DPT y MAF en soluciéon
acuosa (Agx=350 nm). En la figura 10.1 se muestran los espectros de emisién normalizados
de los cuatro compuestos mencionados, en sus formas acida (pH=5.,5) y alcalina
(pH=10,5). En todos los casos puede apreciarse una banda con un maximo de emision
alrededor de los 450 nm. Puede observarse un claro corrimiento batocréomico de las bandas
de emision de las formas alcalinas respecto de las correspondientes a las formas acidas. En

la tabla 10.1 se listan los valores de Agpm maximo para cada caso.
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Figura 10.1: Espectros de emision normalizados de pterinas en solucién (Agx=350 nm): (—) forma

acida (pH=5,5) y (—) forma alcalina (pH=10,5).

Compuesto | pH=5,5 | pH=10,5
HPT 449 457
MPT 448 460
DPT 433 445
MAF 437 447

Tabla 10.1: Maximos de los espectros de emisién en nm (error +4 nm).

Los espectros de absorcion de las pterinas presentan tipicamente dos bandas de

absorcion (ver capitulos 4 y 9). HPT, MPT y DPT presentan este comportamiento general.
Esta caracteristica indica que estos compuestos son capaces de acceder a mas de un estado
electronicamente excitado cuando absorben luz en la region comprendida entre 200 y 500
nm. Una de las posibles vias de desactivacion de estos estados excitados es a través de la

emision de luz por fluorescencia. Para investigar y obtener mayor informacion sobre este
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punto se obtuvieron los espectros de emision excitando a distintas longitudes de onda (Agx)
(figura 10.2); en particular, se fijaron los valores de Apx en base a la posicion de los
maximos en el espectro de absorcion de cada compuesto. En la figura 10.2 puede
apreciarse que, para HPT, MPT y DPT, los espectros de emisién normalizados son
similares para todas las Agpx estudiadas. Estos resultados sugieren, para estos tres
compuestos, la presencia de un unico estado excitado emisor; el cual es
independientemente de Apx. Es decir, que todos los estados electronicamente excitados
superiores que son poblados electronicamente, decaen por vias no radiativas a un unico

estado excitado de menor energia, desde el cual ocurre la emision fluorescente.

HPF[‘ 270nm (pH=5,5) M PT — A =270nm (pH=5,5) I)')’I‘
350nm (pH=5,5) A =350nm (pH=5.5)

A
A

1.0 - ~ 3 ) 10,5 My
A

270nm (pH=10,5) A JOnm (pH

350nm (pH=10,5) \ A =350nm (pH=10,5)
I I

0.8 -
0.6 1
0.4 1

0.2 1 / | | \ / :
y | : , N

|
1 T — e e =R i UV SR SRR S— e e/ A SR S S —

350 400 450 500 550 600 350 400 450 500 550 600 350 400 450 500 550 600
A (nm) A (nm) A (nm)

Figura 10.2: Espectros de emisién de pterinas en soluciones acidas (pH=5,5) y alcalinas (pH=10,5) por

excitacién con luz de diferentes longitudes de onda.

El estudio de la dependencia de los espectros de emision del MAF con la longitud
de onda de excitacion, arroja resultados diferentes a los descriptos anteriormente para HPT,
MPT y DPT. En la figura 10.3 puede apreciarse que cuando este compuesto se excita con
Aex menores a 320 nm aparecen dos bandas de emision: una banda ubicada en la zona
comprendida entre 350 y 400 nm; y la otra entre 400 y 500 nm. Estos resultados sugieren la
existencia de dos estados electronicamente excitados emisores. Este comportamiento puede
explicarse teniendo en cuenta los espectros de absorcion del MAF (capitulo 9) y el
comportamiento fotofisico del resto de las pterinas estudiadas. Cuando se irradia con Agx

menores a 330 nm, tanto la banda correspondiente al sustituyente como las bandas
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correspondientes al doble anillo de pterina absorben luz y, por ende, ambos fluor6foros se
excitan. Puede suponerse, por consiguiente, que la banda de emision con el maximo
alrededor de 450 nm corresponde al anillo pterinico y que la otra banda de emision ubicada

alrededor de 365nm corresponde a la emision del 4cido p-aminobenzoilglutamico.
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Figura 10.3: Espectros de emision del MAF (Apgx=310 nm). (—) Soluciones acidas (pH=5,5) y (—)

Soluciones alcalinas (pH=14,5).

10.2 Rendimientos cuanticos de fluorescencia.

Se determinaron los rendimientos cuanticos de emision fluorescente (®r) de HPT,
MPT, DPT y MAF excitando a 350 nm. Para las formas acidas se trabajé en el intervalo de
pH comprendido entre 4,9-5,5 y para las formas alcalinas, entre 10,0-10,5. Se analizaron
soluciones en tres atmdsferas diferentes: saturadas con Ar, equilibradas con aire y saturadas

con O,. Los resultados se listan en la tabla 10.2.
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Compuesto | Forma acido-base | ®p (Ar) | ®f (aire) | Dp (O,)
HPT acida 0,53+0,02 | 0,53+0,04 | 0,50+0,01
alcalina 0,46+0,01 | 0,46+0,04 | 0,45+0,01
MPT acida 0,64+0,02 | 0,62+0,04 | 0,61+0,01
alcalina 0,61+0,04 | 0,61+0,04 | 0,61+0,02
DPT acida 0,85+0,01 | 0,79+0,01 | 0,77+0,01
alcalina 0,84+0,02 | 0,76+0,02 | 0,73+0,01

MAF écid-a < 0,001 < 0,001 < 0,001

alcalina < 0,001 < 0,001 < 0,001

Tabla 10.2: Rendimientos cuanticos de fluorescencia (®¢) de cada una de las forma acido-base de HPT,
MPT, DPT y MAF. Todas las determinaciones se realizaron en tres tipos de atmdsferas: saturada con

aire, con Ary con O;.

Para todos los compuestos analizados se obtuvieron valores de ®r relativamente
altos, excepto para el MAF, que presenta para sus dos formas &acido-base, valores
significativamente inferiores. Este comportamiento es similar al descripto en el capitulo 4

=31 por

para el AF, que es otro derivado pterinico estructuralmente muy relacionado
consiguiente, puede suponerse que el tipo de sustituyente presente en estos compuestos le
confiere a los estados singletes excitados de la molécula, vias de desactivacion no
radiativas muy eficientes. Las numerosas posibilidades de torsion y rotacién que tienen
estos sustituyentes, podrian convertirlos en “quenchers internos” aportando a las moléculas
un mayor nimero de niveles energéticos vibrorrotacionales adicionales.

Por otro lado, los ®f de los restantes compuestos estudiados, también presentan
diferencias significativas entre si. Se observan valores que van desde 0,46 hasta 0,85. Es
importante mencionar también que los ®r de las formas acidas son ligeramente mayores
que los correspondientes a las formas alcalinas. En consecuencia, del analisis de los valores
presentados en la tabla 10.2, puede apreciarse que la emision fluorescente de las pterinas es
afectada por el pH y por la naturaleza quimica del sustituyente presente en la posicion 6 del
anillo pterinico.

Para HPT, MPT y MAF no se observan diferencias significativas entre los valores

de @ obtenidos en los tres tipos de atmosferas. Los resultados se muestran en la tabla 10.2.
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Este andlisis indica que los estados singletes excitados de estos tres derivados pterinicos no
son desactivados significativamente por el O,. Este comportamiento es similar al descripto
en el capitulo 4 para otras pterinas.

DPT presenta un comportamiento diferente respecto de los demas derivados. Para
este compuesto se observd que los espectros de emision de ambas formas acido-base
disminuyen progresivamente en intensidad (I¢) al aumentar la concentracion de O, disuelto
en el medio, permaneciendo invariante la posicion de los maximos de emision (figura

10.4).
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Figura 10.4: Evolucién de los espectros de emisién de DPT con la concentracion de O,. a) Forma acida

(pH=S5,5). b) Forma alcalina (pH=10,5).

El andlisis de la dependencia de la intensidad de fluorescencia (If) con la
concentracion de O, presenta un comportamiento lineal de Stern-Volmer. En la Figura
10.15, se muestran las correspondientes graficas de Stern-Volmer obtenidas tanto para la
forma acida como para la forma alcalina de DPT. El valor de Ksv obtenido para la forma
acida fue de 68 M™' y para la forma alcalina de 69 M. Los valores de concentracion de 0,
utilizados en la figura 10.5, se obtuvieron de la literatural® teniendo en cuenta las
condiciones de temperatura y presion en las que se realizaron los experimentos (22,5 °C; 1

atm, respectivamente).
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Figura 10.5: Griaficas de Stern-Volmer. Variacion de la intensidad de fluorescencia (Iz) de DPT en
soluciones acuosas, con la concentracién de O,. (V) Forma acida (pH=5,5). (®) Forma alcalina

(pH=10,5).

10.3 Quenching de fluorescencia por acido p-aminobenzoico y por acido p-

aminobenzoilglutimico.

Como se menciond anteriormente, estudios previos han sugerido que el ®f
extremadamente bajo del AF se debe a procesos de desactivacion no radiativa como
consecuencia del sustituyente relativamente grande y con muchas posibilidades de
movimiento. En la seccion anterior se mostro que el MAF, que posee un sustituyente
similar, presenta el mismo comportamiento. Ahora bien, estos sustituyentes podrian
desactivar a los estados excitados confiriéndole a la molécula estados vibrorrotacionales
adicionales, favoreciendo asi la desactivacion no radiativa; es decir, el sustituyente actuaria
como quencher interno. Otra posibilidad consiste en una desactivacion, también no
radiativa, pero producida por choques intermoleculares.

Teniendo en cuenta que el tiempo de vida de fluorescencia de las pterinas, en
general es del orden de los 10 nanosegundos (ver capitulo 4), y considerando la
concentracion extremadamente baja de las soluciones de MAF y AF utilizadas en los
experimentos realizados para determinar ®f, puede suponerse que la desactivacion del

estado excitado de estas moléculas, debida a los choques intermoleculares, es despreciable.
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Para entender mas acerca de estos mecanismos de desactivacidon, se realizaron
experimentos de quenching, donde se estudio el efecto de la concentracidon de Q (donde Q
es el acido p-aminobenzoilglutamico (PABG) o el acido p-aminobenzoico (PABA)) sobre
la fluorescencia de MPT. Las medidas se llevaron a cabo en condiciones estacionarias,
usando un espectrofluorometro (Perkin-Elmer). Los experimentos se realizaron empleando
soluciones acidas (pH=5,5) y alcalinas (pH=10,5) de MPT de concentracién constante
(25uM) y se fue variando la concentracion de PABG y PABA, en un intervalo de
concentracién comprendido entre 0 y 700 uM.

En ambos grupos de experimentos se observd que los espectros de emision
(Aex=350 nm) de la forma acida de MPT presentan, en el intervalo de concentraciones
ensayadas, una muy pequefia disminucién progresiva en intensidad al aumentar la
concentracion de QQ; manteniéndose inalterada la posicion de los maximos de emisiéon de
los espectros de emision. En los experimentos desarrollados a pH 10,5 no se observaron
cambios significativos en los espectros de emision, en el intervalo de concentraciones
ensayadas. En las figuras 10.6 y 10.7, se muestran los resultados obtenidos para los

experimentos realizados con PABG y PABA, respectivamente.
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Figura 10.6: Variacion de los espectros de emision de MPT en solucién (Azx=350 nm), con la

concentracion de PABG. a) Soluciones dcidas (pH=5,5). b) Soluciones alcalinas (pH=10,5).
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Figura 10.7: Variacién de los espectros de emision de MPT en solucion (Agx=350 nm), con la

concentracion de PABA. a) Soluciones 4cidas (pH=S5,5). b) Soluciones alcalinas (pH=10,5).

En las figuras 10.8 y 10.9 se presentan los resultados del estudio de la dependencia
de la intensidad de fluorescencia (Ir), con la concentracion de Q (Q = PABG y PABA). En
medio acido se observo, para ambos Q, una pequefia disminucion de I¢ con el incremento

en la concentracion de Q; mientras que en medio alcalino Iz permanece invariante.
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Figura 10.8: Graficas de Stern-Volmer del quenching de fluorescencia de MPT por Q (Agx=350 nm).
(O) pH=S,5. (@) pH=5,5. a) Q = PABA. b) Q = PABG.
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Estos resultados muestran que para que exista el efecto desactivante de los
sustituyentes del AF y MAF, el mismo debe estar covalentemente unido al anillo pterinico.
Puede, por consiguiente, descartarse que este fenomeno sea producido mediante

mecanismos que involucran choques intermoleculares.

10.4 Espectros de excitacion.

Se obtuvieron los espectros de excitacion corregidos de las formas acidas y
alcalinas de HPT, MPT, DPT y MAF empleando la técnica descripta en el capitulo 5. Estos
experimentos se realizaron en condiciones de pH similares a las mencionadas en la seccion
anterior y la emision de las muestras se detectd a 450 nm. En todos los casos se emplearon
soluciones equilibradas con aire. En las Figuras 10.9 a 10.12 pueden observarse los
espectros de excitacion corregidos, de cada uno de los cuatro compuestos estudiados; junto
a los espectros de absorcion. Con fines comparativos todos los espectros se normalizaron a
la longitud de onda del maximo de la banda de menor energia.

Para el caso de HPT, MPT y DPT, se observa que los espectros de excitacion y
absorcion coinciden en la posicion de los maximos de las distintas bandas, sin embargo, no
se superponen entre si. Esto se debe, fundamentalmente a que la relacion de intensidades
entre la banda de mayor energia (230-290 nm) y la banda de menor energia (310-400 nm)
en los espectros de excitacién es menor que la respectiva relacion en los espectros de

absorcion.
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Figura 10.9: Espectros normalizados de excitacion (—) y absorcién (—)de HPT. (a) Forma acida

(pH=5,5). (b) Forma alcalina (pH=10,5).
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Figura 10.11: Espectros normalizados de excitacion (—) y absorcion (—) de DPT. (a) Forma acida

(pH=5,5). (b) Forma alcalina (pH=10,5).

Tal como se detall6 anteriormente, del analisis de los espectros de absorcidn y
emision puede desprenderse que en las pterinas existen, al menos, dos estados excitados
singletes, de los cuales solo el de menor energia (S)) emite y el de mayor energia (S;), no
emisor, decae a S;. De la comparacién de los espectros de excitacion y absorcién
mostrados en esta seccion puede deducirse que sélo una porcion de las moléculas excitadas
a Sy decae a S,. Esto implica que el estado excitado S, posee otras vias de desactivacion
que compiten eficientemente con la conversion interna a S). Esto se ve reflejado cuando se
calculan los rendimientos cuanticos de fluorescencia (®;") a distintas longitudes de onda a
partir de los espectros de excitacion y de los @, En efecto, en la tabla 10.3 se muestran
estos valores, calculados utilizando la ecuacion 15 presentada en la seccion 5.2.3. Puede
apreciarse, en todos los casos, que los ®;* calculados por excitacidn con longitudes de

onda correspondientes a la banda de mayor energia son mucho menores que los respectivos

50
@Y.
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Compuesto | Forma acido-base | A (nm) | @ [ e

acida 275 0,19 | 0,53+0,04

HPT
alcalina 254 0,11 0,46+0,04
acida 273 0,22 | 0,62+0,04

MPT
alcalina 252 0,12 | 0,61£0,04
acida 272 0,32 | 0,79+0,01

DPT
alcalina 250 0,17 | 0,76+0,01

Tabla 10.3: Rendimientos cuinticos de fluorescencia en el maximo de la banda de absorcién de menor
energia (dJFA), calculados a partir del espectro de excitacién (ecuacién 15, seccion 5.2.3.). Con fines

comparativos, en la iltima columna se listan los correspondientes valores de O*° (Tabla 10.2).

Por otro lado, el comportamiento observado para MAF difiere respecto de lo
observado para el resto de las pterinas estudiadas. En la figura 10.12 se muestra el espectro
de excitacion, donde solo se ven dos bandas, y no tres como posee el espectro de absorcion.
Tanto para la forma acida como para la forma alcalina, los maximos de las dos bandas de
emision coinciden con los maximos de las bandas de absorcidon asignadas al anillo
pterinico. Por el contrario, los espectros de excitacion no muestran ninguna banda en la
zona alrededor de 303 nm, donde los correspondientes espectros de absorcion presentan la
banda asignada al sustituyente. Estos resultados estan de acuerdo con el estudio de los
espectros de emision, confirmando que la excitacion del sustituyente no genera la emision
a 450 nm correspondiente a la banda del anillo pterinico. Puede concluirse que los dos
fluoroforos de la molécula de MAF (el anillo pterinico y el PABG), son sistemas aislados.
Por consiguiente, la excitacion del PABG no puebla los estados excitados propios del

anillo pterinico.
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Figura 10.12: Espectros normalizados de excitacion (—) y absorcion (-——) de MAF. (a) Forma 4cida

(pH=5,5). (b) Forma alcalina (pH=10,5).

10.5 Tiempos de vida de fluorescencia.

Con el objeto de determinar los tiempos de vida de fluorescencia (tg) para las
formas acidas y alcalinas de los compuestos en estudio, se analiz6 la evolucion de la
intensidad de fluorescencia como una funcidn del tiempo. Estos experimentos se llevaron a
cabo mediante la técnica de Single Photon Counting. Las trazas experimentales fueron
analizadas con el programa del equipo mediante ajustes no lineales luego de realizar la
deconvolucion de la sefial de la lampara. En todos los experimentos se probaron ajustes
exponenciales de primer orden, de segundo orden y biexponenciales.

Este estudio se realizd sobre soluciones acuosas aireadas de tres derivados
pterinicos (HPT, MPT y DPT). El MAF no se incluyo en este estudio debido a su bajo
®:>*°. En todos los casos se observo que los decaimientos de fluorescencia de las pterinas
siguen un comportamiento exponencial de primer de orden. En la Figura 10.13, se muestra
una traza tipica registrada para DPT. Los 1 para las formas acidas se obtuvieron
promediando al menos cinco valores en el intervalo de pH comprendido entre 5,0 y 6,2. De
la misma manera, los tf para las formas alcalinas se obtuvieron promediando, al menos,
cinco valores en el intervalo de pH comprendido entre 10,0 y 10,5. Estos resultados se

muestran en la tabla 10.4.
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Figura 10.13: Variacién de la intensidad de fluorescencia en funcion del tiempo. (a) Traza

experimental obtenida para una solucion de DPT a pH 10,6 (—). Experimento realizado excitando a

350 nm y registrando la emision a 450 nm. La linea roja representa el ajuste no lineal. (b) Residuos. (¢)

Decaimiento (—) y ajuste (—) en escala logaritmica.

Tr (ns) (£0,4ns)
Compuesto
pH=5,5 | pH=10,5
HPT 11,0 8,4
MPT 13,3 11,2
DPT 13,5 11,6

Tabla 10.4: Tiempos de vida de fluorescencia (1¢) de las formas 4cida (pH=5,5) y alcalina (pH=10,5) de

pterinas.
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Puede observarse que los tr para las formas acidas son mayores que los de las
respectivas formas alcalinas. También puede apreciarse que los T¢ se encuentran
ligeramente afectados por la naturaleza quimica del sustituyente en la posicion 6 del anillo
pterinico. Comparando los valores de la tabla 10.4 con los valores presentados en el
capitulo 4 para otros derivados pterinicos (tabla 4.3), se puede apreciar que los valores
obtenidos en esta seccion, son del mismo orden de magnitud, aunque algo mayores.

Los tr obtenidos corresponden a tiempos de vida de los estados excitados (S;):

szl/k[: (1)

donde kr corresponde a la suma de todas las constantes de velocidad de los distintos
procesos que contribuyen al decaimiento del estado excitado. Por ejemplo, si consideramos
que la fluorescencia del estado excitado S; compite con los procesos de conversion interna
a Sy (kic) y de cruzamiento intersistemas (kisc), la velocidad de decaimiento de la

concentracion S; vendra dada por:

-d [S1]/dt = k° [Si] + ki [S1] + kisc [S1] = k& [S1] (2)

donde kFO es la constante de velocidad de fluorescencia intrinseca o natural. La constante
kg, obtenida experimentalmente, es: kg = X k;.

El rendimiento cuantico de fluorescencia viene dado por la siguiente ecuacion:

Op= — = ‘L‘F,kFO (3)

Esta expresion permite calcular ki’ a partir de @ y 5. Para el calculo de los valores de &;°
correspondientes a ambas formas acido-base de HPT, MPT y DPT se utilizaron los valores
de ®r y tr obtenidos en atmosfera de Ar (ausencia de O,). Los valores de k:° calculados a

partir de la ecuacion 3 se listan en la tabla 10.5.
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Compuesto ke’ (ns)
pH=5,5 pH=10,5
HPT 0,048 0,055
MPT 0,047 0,055
DPT 0,064 0,070

Tabla 10.5: Constantes de velocidad intrinseca (ki) calculados a partir de la ecuacién 3 y usando los

valores de @y y 1z medidos en atmésfera de Ar.

Los valores de k:° obtenidos para HPT y MPT son similares entre si y muy
parecidos a los valores obtenidos para PT, CPT, BPT y NPT. Esto sugiere que, para este
grupo de compuestos, la velocidad de desactivacion del estado excitado S, por
fluorescencia es similar, y es independiente de las condiciones de pH. Por consiguiente, las
diferencias observadas en los ®f y 1r experimentales deben ser consecuencia de diferencias
en las constantes de velocidad de otros procesos de desactivacion (conversion interna,
cruzamiento intersistemas), mas que a diferencias en las constantes de velocidad del
decaimiento por fluorescencia (ki’). Los valores de k=" de DPT son significativamente
mayores y esta diferencia podria justificar sus elevados ®r.

En la seccion anterior, en los estudios en estado estacionario, se puso en evidencia
el quenching de fluorescencia de DPT por O,. Con el objeto de conocer mas en detalle este
proceso de quenching se midieron los tr en soluciones alcalinas de DPT con diferentes
concentraciones de O,. En particular, se realizaron los experimentos en tres condiciones
diferentes: soluciones acuosas saturadas en Ar, en aire (21% O,) y saturadas en O,. Los
valores de concentracion de O, utilizados en la figura 10.14 se obtuvieron de la literatura!®
teniendo en cuenta las condiciones de temperatura y presion en las que se realizaron los
experimentos (22,5 °C; 1 atm).

Para la determinacion de los t¢ de la forma alcalina de DPT, en funcion de la
concentracion de O,, se realizaron experimentos en los cuales se excitdo a 350 nm y se
registrd la emision a 450 nm en funcién del tiempo. Se observd que los ¢ disminuyen
progresivamente al aumentar la concentracion de O, disuelto en el medio. En la figura
10.14, la grafica de Stern-Volmer (to/t vs. [O;]) presenta un comportamiento lineal. En

estas condiciones, se determind un valor de Ksv igual a 76 M. Este valor de Ksy es
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similar (dentro del error experimental), al observado en los experimentos en estado
estacionario (Ksy=69 M™'; ver seccion anterior). Estos resultados sugieren que este proceso
de quenching de fluorescencia por O, es un proceso de tipo dinamico.

Con las constantes de Stern-Volmer (Kgy) obtenidas y con los valores de t¢ para
ambas formas 4cido-base de DPT, se calcularon las constantes de velocidad de quenching
de fluorescencia (kg) por O,, siendo las mismas iguales a 5,0x109 y 6,4x109 Mg para las
formas acidas y alcalinas, respectivamente. Para el célculo de k4 de la forma &cida, se
utiliz6 el valor de Ksy obtenido en la figura 10.5. Por su parte, para el calculo de k4 de la
forma alcalina se utiliz6 el promedio de los valores de Kgy obtenidos de las graficas de lo/1

vs. O, (Figura 10.5) y de to/t vs. O (Figura 10.14).

1.08 - -

1.06 - 7

To/T

1.04 7

1.02 - .

1.00 +/

0.98 - o e s
0.0 0.3 0.6 0.9 1.2 1.5

[0,] mM

Figura 10.14: Grificas de Stern-Volmer: Variacion de los tiempos de vida de fluorescencia (ty) de DPT

en solucién acuosa (pH=10,5), con la concentracion de O,.

10.6 Titulacién espectrofluorométrica.

Se realizaron titulaciones espectrofluorométricas de tres compuestos (HPT, MPT y
DPT) usando un espectrofluorometro Perkin-Elmer (ver capitulo 5). No fue posible realizar
la correspondiente titulacion del MAF, debido a que el mismo presenta un @y
extremadamente pequefio, lo que hace muy dificil la determinacion experimental del valor

de pKa".
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La figura 10.15 muestra la variacion de la intensidades de fluorescencia (If) como
una funcion del pH en el intervalo comprendido entre 4 y 10,5. La conducta observada en
esta figura se debe al equilibrio previamente mencionado entre las formas acida y alcalina
de las pterinas (ver figura 9.1). Se realizaron ajustes no lineales de estas curvas con la

siguiente ecuacion:

IF:Ia+(Ib'Ia)-[Ka*/(Ka*+[H+])] (4)

donde I, e I, representan la intensidad de fluorescencia de la forma acida y alcalina,

respectivamente. K,* es la constante de disociacion.

Los resultados de estos ajustes se muestran en la figura 10.15, donde puede
observarse que, en los tres casos analizados, el comportamiento experimental se ajusta
perfectamente con la ecuacion 4. Los valores de K,* obtenidos mediante estos ajustes no
lineales se listan en la tabla 10.6, junto con los respectivos valores de K, obtenidos a partir
de las titulaciones espectrofotométricas (ver capitulo 9). En esta tabla puede apreciarse que
no hay diferencias significativas entre los dos grupos de resultados experimentales. Este
hecho sugiere dos posibles explicaciones: por un lado, que las constantes de disociacion del
equilibrio entre las dos formas acido-base de los estados S;* (K,*) son iguales que las
constantes de disociacidn correspondientes al mismo equilibrio en estado basal Sy (K,); por
el otro, que la desactivacidon de los estados S;* de las formas acidas (alcalina) es mucho

mas rapida que la desprotonacion (protonacion).
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Figura 10.15: Variacién de la intensidad de fluorescencia de pterinas como funcién del pH. En todos
los casos se excité a valores de A correspondientes a los puntos isosbésticos. La linea continua

representa la intensidad de fluorescencia calculada mediante el ajuste de los datos experimentales con

la ecuacién (4).
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Compuesto K, ‘pK. ’K,* "pK.*
HPT (8£2)x10” | 8,1(x0,1) | (4,6£0,8)x10° | 8,3(x0,1)
MPT (4,7£0,3)x10” | 83(x0,1) | (6x3)x10° | 8,3(20,1)
DPT (4£2)x10” | 8,6(x0,2) | (1,5+0,8)x10” | 8,8(x0,2)

Tabla 10.6: Valores de pK, para el equilibrio mostrado en la Figura 9.13. "Valores obtenidos mediante

titulaciones espectrofotométricas. "Valores obtenidos mediante titulaciones espectrofluorométricas.
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10.7. Conclusiones.

Se analizaron los espectros de emision de HPT, MPT y DPT en diferentes
condiciones de pH. Estos tres compuestos presentan el comportamiento general de las
pterinas descripto en el capitulo 4. Los espectros de emision presentan una tnica banda,
con un maximo de emisidn alrededor de los 450 nm. Puede observarse un desplazamiento
hacia mayores longitudes de onda de las bandas de emision de las formas alcalinas respecto
de las correspondientes a las formas acidas. En el capitulo anterior se analizaron los
respectivos espectros de absorcion, mostrando que estos tres compuestos presentan, al
menos, dos estados singletes excitados accesibles. El estudio de los espectros de emision
registrados excitando a diferentes longitudes de onda (Agx) indica la presencia de un unico
estado excitado emisor, independientemente del Agx. Es decir, que el estado excitado
superior (S;) que es poblado electronicamente, decae por vias no radiativas a un unico
estado excitado de menor energia (S,), desde el cual ocurre la emision fluorescente.

Por su parte, el MAF presenta un comportamiento diferente respecto de los demas
compuestos estudiados. Como se expuso en el capitulo 9, este compuesto presenta una
banda adicional en los espectros de absorcidn, originada por el anillo bencénico que forma
parte del sustituyente. El analisis de los espectros de emision muestra que cuando este
compuesto se excita con Agpx menores a 320 nm aparecen dos bandas de emision: una de
ellas posee un maximo de emision alrededor de los 365 nm y otro con el maximo cercano a
los 450 nm. Estos resultados sugieren la existencia de dos estados electronicamente
excitados emisores. El estudio de la dependencia de los espectros de emision con el pH
muestra que la posicion de la banda de mayor energia permanece invariante mientras que la
posicion de la banda de menor energia presenta el corrimiento batocrémico caracteristico
de las pterinas. Sobre la base de los resultados expuestos en este capitulo y teniendo en
cuenta el comportamiento general de las pterinas, puede suponerse que la banda de emision
con el maximo alrededor de 450 nm corresponde al anillo pterinico y que la otra banda de
emision, ubicada alrededor de 365 nm, corresponde a la emision del PABG.

Se determinaron los rendimientos cuanticos de emision fluorescente (®f) de HPT,
MPT, DPT y MAF, excitando a 350 nm. Se analizaron soluciones acidas y alcalinas, en

tres atmosferas diferentes: saturadas con Ar, equilibradas con aire y saturadas con O,. Con
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fines comparativos, en la tabla 10.7 se muestran los valores de @y medidos en atmosfera de
aire, de los cuatro compuestos estudiados, junto con los valores publicados en la literatura

131 Puede apreciarse que la emision fluorescente de las

para otros derivados pterinicos
pterinas es fuertemente dependiente del pH y de la naturaleza quimica del sustituyente
presente en la posicion 6 del anillo pterinico. Para HPT, MPT y DPT se obtuvieron valores
de ®f relativamente altos. Los @ de las formas acidas de estos tres compuestos son
ligeramente mayores que los correspondientes a las formas alcalinas.

Por su parte, los valores significativamente inferiores de @ obtenidos para el MAF
solo son comparables con los @y del AF, otro derivado pterinico estructuralmente muy
relacionado!™*). Este hecho sugiere que los sustituyentes relativamente grandes
incrementan la eficiencia de los procesos de desactivacion no radiativa, lo que disminuye la
emision fluorescente. Estos sustituyentes podrian actuar como quencher interno,
incrementando el nimero de estados vibrorrotacionales de la molécula, favoreciendo asi la
desactivacion no radiativa. Otra posibilidad consiste en una desactivacion, también no
radiativa, pero producida por choques intermoleculares. Con el objeto de entender mas
acerca de estos mecanismos de desactivacion, se realizaron experimentos de quenching,
donde se estudio el efecto de la concentracion del PABG y del PABA, sobre la
fluorescencia de MPT. Estos resultados permiten descartar el mecanismo de desactivacion

por choques intermoleculares, sugiriendo que, para que exista este efecto desactivante, el

sustituyente debe estar unido de forma covalente al anillo pterinico.

Compuesto @ (pH=5,5) | Dy (pH=10,5)
HPT 0,53 0,46
MPT 0,62 0,61
DPT 0,79 0,76
MAF < 0,001 < 0,001
Blpr 0,33 0,27
GlCcpT 0,28 0,18
BIFpT 0,12 0,07
BIAF <0,005 <0,005
CIgpT 0,36 0,29
2INPT 0,38 0,31

Tabla 10.7. Valores de los rendimientos cudnticos de fluorescencia (®5) de las formas acidas y alcalinas

de algunos derivados pterinicos.

178



Andlisis espectrofluorométrico

Para HPT, MPT y MAF no se observan diferencias significativas entre los valores
de ®r obtenidos en atmosferas de Ar, aire y O, (tabla 10.2). Estos resultados son similares
a los descriptos en el capitulo 4 para otras pterinas, € indican que los estados singletes
excitados de estos compuestos no son desactivados significativamente por el O,. Por el
contrario, para DPT se observo un fendmeno de quenching de fluorescencia para ambas
formas acido-base, al aumentar la concentracion de O, disuelto en el medio. El analisis de
Stern-Volmer de los experimentos en estado estacionario y experimentos resueltos en el
tiempo mostro un comportamiento lineal. Los valores los valores de Kgsy obtenidos en
ambos grupos de experimentos son similares. Esto permite inferir que el proceso de
quenching por O, observado es de tipo dindmico.

El andlisis comparativo de los espectros de excitacion de HPT, MPT y DPT, con
sus respectivos espectros de absorcion, muestra que los mismos coinciden en la posicion de
los maximos de las distintas bandas, sin embargo, no se superponen entre si. Estos
resultados sugieren que el estado excitado S, posee otras vias de desactivacién que
compiten eficientemente con la conversion interna a S; y solo una fraccion de las
moléculas excitadas a S,, decaen a S;.

Los espectros de excitacion de ambas formas acido-base del MAF (Agm=450 nm)
solo presentan dos bandas, y no tres como poseen sus respectivos espectros de absorcion.
Como se expuso en la seccion 10.4, los maximos de las dos bandas de emision coinciden
con los maximos de las bandas de absorcion asignadas al anillo pterinico. La ausencia de
bandas en los espectros de excitacion en la zona alrededor de 303 nm, donde los espectros
de absorcion presentan la banda asignada al sustituyente, sugiere que los dos estados
emisores de la molécula de MAF (el anillo pterinico y el PABA), son sistemas emisores
aislados.

Adicionalmente, se analizé la evolucion de la intensidad de fluorescencia como una
funcion del tiempo para las formas 4cidas y alcalinas de HPT, MPT y DPT, y se
determinaron los tiempos de vida de fluorescencia (t¢). En todos los casos se observd que
los decaimientos de fluorescencia de las pterinas siguen un comportamiento exponencial de
primer de orden. En la tabla 10.4 puede observarse que los tf para las formas acidas son
mayores que los de las correspondientes formas alcalinas. También puede apreciarse que

los tr se encuentran ligeramente afectados por la naturaleza quimica del sustituyente en la
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posicion 6 del anillo pterinico. Estos resultados son coherentes con el comportamiento
general descripto en el capitulo 4 para otros derivados pterinicos (tabla 4.3), puede
apreciarse que los valores presentados en este capitulo, son del mismo orden de magnitud,
aunque algo mayores.

Los valores de la constante de velocidad de fluorescencia intrinseca o natural (k")
obtenidos para HPT y MPT son similares entre si y muy parecidos a los valores obtenidos
para PT, CPT, BPT y NPT\ Esto sugiere que, para este grupo de compuestos, la
velocidad de desactivacidon del estado excitado S; por fluorescencia es similar, y es
independiente de las condiciones de pH. Por consiguiente, las diferencias observadas en los
®r y 1 experimentales deben ser consecuencia de diferencias en las constantes de
velocidad de otros procesos de desactivacién (conversién interna, cruzamiento
intersistemas), mas que a diferencias en las constantes de velocidad del decaimiento por
fluorescencia (k:"). Los valores de k" de DPT son significativamente mayores a los del
resto de los compuestos estudiados y esta diferencia podria justificar sus elevados Oy.

Mediante titulaciones espectrofluorométricas, se determind el valor de la constante
de disociacion acida (K,*) para HPT, MPT y DPT (Tabla 10.6). Para ninguno de estos
compuestos se encontraron antecedentes en la literatura; sin embargo, los resultados
obtenidos muestran el comportamiento general descripto en el capitulo 4. En la tabla 10.6
se comparan estos valores de K,;* con los correspondientes valores de K, obtenidos
mediante titulaciones espectrofotométricas (ver capitulo 9). Puede apreciarse que, dentro
del error experimental, ambos grupos de resultados expe rimentales son similares. Una
posible explicacion para el comportamiento observado consiste en considerar que las
constantes de disociacion del equilibrio entre las dos formas acido-base (K,*) de los
estados singletes excitados (S;*) son iguales que las constantes de disociacion (K,)
correspondientes al mismo equilibrio en estado fundamental (Sy). Otra explicacion posible
consiste en considerar que la desactivacion de los estados S|* de las formas 4acidas

(alcalina) es mucho mas rapida que la desprotonacion (protonacion).
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Capitulo 11

QUENCHING DE FLUORESCENCIA POR ANIONES

Teniendo en cuenta lo expuesto en el capitulo 3 y los resultados publicados en la

literatura para otros derivados pterinicos !

, resulto importante hacer un analisis detallado
y sistematico acerca de la influencia de distintos aniones sobre la fluorescencia de las tres
pterinas bajo estudio: 6-hidroximetilpterina (HPT), 6-metilpterina (MPT) y 6.7-
dimetilpterina (DPT). El 4acido N-metil folico (MAF) no pudo ser estudiado debido a su
emision extremadamente baja. En todos los casos se realizaron estudios de emision total
con la técnica de Single Photon Counting (en el cual se hicieron tanto medidas
estacionarias como resueltas en el tiempo); a excepcion de los estudios descriptos en las

secciones 11.5 y 11.6, que se llevaron a cabo utilizando un espectrofluoréometro Perkin-

Elmer.

11.1 Quenching por aniones hidroxilo. Fluorescencia de pterinas en soluciones

fuertemente alcalinas.

Se realizo un estudio sistematico del efecto de la concentraciéon del anién hidroxilo
(HO) sobre la fluorescencia de HPT, MPT y DPT. Se llevaron a cabo medidas
estacionarias y resueltas en el tiempo. En ambos casos se realizaron series de experimentos
empleando soluciones de concentracion de pterinas constante y valores de pH creciente.

Se observd que los espectros de emision (Agx=350nm) de los tres compuestos
analizados disminuyen progresivamente en intensidad al aumentar el pH por encima de 11.
Sin embargo, la posicion de los méaximos de emision de estos espectros permanece
invariante. En las figuras 11.1 a 11.3, se muestran los resultados obtenidos para HPT, MPT
y DPT. Por otro lado, se determinaron los tiempos de vida de fluorescencia (t¢) en funcion
del pH. Para ello se realizaron experimentos similares a los descriptos en el capitulo
anterior (Aex= 350 nm y se registré la emision a 450 nm en funcion del tiempo). Se

observod, en todos los casos, que los 1¢ disminuyen progresivamente a medida que
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se incrementan los valores de pH por encima de 11. Estos resultados se muestran en las

figura 11.1 a 11.3.

400 450 500 550 600 650 9 18 27 36 45 54 63 2
A (nm) t (ns)

Figura 11.1: a) Variaciéon de los espectros de emision de HPT en soluciones acuosas fuertemente
alcalinas (Ax=350nm). b) Variacién de la intensidad de fluorescencia en funcién del tiempo. Trazas

obtenidas para soluciones de HPT a diferentes pH (Agx=350nm y se registré a 450 nm).

00 450 500 S50 60 650 9 18 27 36 45 M4 63 T
A (nm) t (ns)

Figura 11.2: a) Variacion de los espectros de emisiéon de MPT en soluciones acuosas fuertemente

alcalinas (Agx=350nm). b) Variacién de la intensidad de fluorescencia en funcién del tiempo. Trazas

obtenidas para soluciones de MPT a diferentes pH. (Agx=350nm y se registré a 450 nm).
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—— pHEI06
pHE109
pHE1 1.0
pH=113
pHEI LS

—— pHEIL8

- pH=120
pH=12.1
pH=12,5
pH=12.8

60 650 9 18 27 3% 45 4 6B 7
t (ns)

Figura 11.3: a) Variacién de los espectros de emisién de DPT en soluciones acuosas fuertemente alcalinas
(Aex=350nm). b) Variacién de la intensidad de fluorescencia en funcion del tiempo. Trazas obtenidas

para soluciones de DPT a diferentes pH. (Agx=350nm y se registr6 a 450 nm).

En todos los casos analizados, el grafico de intensidad de fluorescencia (Ig) como
una funcion de la concentracion de OH muestra un comportamiento lineal de Stern-
Volmer (figura 11.4). Un comportamiento similar se observé para la dependencia de los t¢
con la concentracién de HO (figura 11.4). En estos experimentos los valores de I’ y t:° se

obtuvieron promediando valores de Ir y tr observados en el intervalo de pH comprendido

entre 10,2 y 10,5.
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1L/ T/t (VLR
3.5 2.00 2.25
DPT
30 2.00
2.5 1.75
2.0 1 1.50
1.5 1.25
1.0 . n 4 1.00
0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 0 10 20 30 40

[OH"] (mM) [OH-] (mM) [OH] (mM)

Figura 11.4: Grificas de Stern-Volmer del quenching de fluorescencia de HPT, MPT y DPT por HO:
(®) Variacion de la intensidad de fluorescencia (Ig). (£) Variacion de los tiempos de vida de

fluorescencia (tf). Ambas series de experimentos se realizaron excitando a 350 nm.

En la tabla 11.1 se listan los valores de las constantes de Stern-Volmer (Ksy)
obtenidos a partir de la figura 11.4. Puede apreciarse que, para cada compuesto estudiado,
ambos valores de Kgy (los obtenidos en los experimentos de estado estacionario y resuelto
en el tiempo) son similares, dentro del error experimental. Estos resultados permiten inferir
que el fendmeno de disminucion de la intensidad de fluorescencia de las pterinas,
observado al aumentar el pH, es un proceso de tipo dinamico.

Como se expuso en el capitulo 6, podemos relacionar Kgy y el 1 del compuesto
estudiado en ausencia del quencher (t:°), con la constante de velocidad de quenching de

fluorescencia (kq) por medio de la siguiente ecuacion:
Kgv = TFO kq (1)

De esta manera, con los valores de Kgy y 7" obtenidos, se calcularon los

correspondientes valores de k, para cada compuesto estudiado. Para estos calculos se

utiliz6 un promedio de los valores de Ky obtenidos de las graficas de I,%/I; vs. [HO] y de

¢ /¢ vs. [HO'). Estos resultados se muestran en la tabla 11.1.
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Compuesto | K, @) /M | K,.> 1) /M k, /10° M's!
HPT 39 39 4,0
MPT 27 27 2.4
DPT 31 32 2,7

Tabla 11.1: Resultados de anilisis de Stern-Volmer. *Ksy obtenidos a partir de los experimentos

realizados en estado estacionario. Ky obtenidos a partir de los experimentos resueltos en el tiempo.

11.2  Quenching por aniones fosfato.

Los equilibrios acido-base que involucran a los iones fosfatos, y sus respectivas

4
constantes, son 4]

Ky=7,5%10°
H3P 04 = >
. Kg=6,2x10*
H,POs = >
5 _Kg=2,2x10"
HPO4 - >

H,PO, + H' (2)
HPO,? + H' (3)
PO, + H' @)

Como los experimentos se realizaron en dos condiciones de pH (6,2 y 10.5); de las

ecuaciones (2) a (4) se deduce que a pH 6,2 es el HPO4 la forma del anion predominante.

mientras que a pH 10,5 la forma predominante es HPO,™.

11.2.1 Estudio en estado estacionario.

Se prepararon mezclas de cada una de las tres pterinas en estudio y el anion fosfato.

Se tomaron los espectros de emision a distintas concentraciones de fosfato, manteniendo

constante la concentracion de la pterina (2,5x10” M). Se registraron los espectros de

absorcion de las distintas mezclas antes y después de registrar el espectro de emision. De

esta manera se controlo que durante las experiencias, la mezcla no sufridé ninguna

alteracion. Los resultados muestran una clara disminucion en la emisiéon fluorescente al

aumentar la concentracion del aniéon en soluciones acidas, y una leve disminucion en

187



Capitulo 11

soluciones alcalinas. En las figuras 11.5 a 11.7 se muestran los resultados de estos
experimentos para HPT, MPT y DPT, tanto en medio 4cido como en medio alcalino.

En las figuras 11.8 a 11.10 se muestran las graficas de Ir en funcion de la
concentracion de aniones fosfato, junto con las correspondientes graficas de Stern-Volmer
para ambas formas acido-base de HPT, MPT y DPT. En todos los casos se observo un
comportamiento similar. Pueden apreciarse relaciones lineales de Stern-Volmer en todos

los experimentos realizados. Las correspondientes constantes Kgy se listan en la tabla 11.2.

25 25
(8) ——— 0 mM (b) ~——— (0 mM
16.7 mM 84 mM
20 - 33.3 mM 20 167 mM
—— 66.6 MM — 333 mM
e §52 4N /
— 100 mM J
o . { —— 133mM | 3 = //ﬂ“\
5 ’ — 167 mM = / \
f

s / W
4 \
/ \\\
0 T T T T .‘l“‘
350 400 450 500 550 600 650
A (nm)

Figura 11.5: Espectros de emisién de fluorescencia de HPT en solucién acuosa (2,5)(10'5 M), en
presencia de aniones fosfato. a) Soluciones acidas (pH=6,2) y b) soluciones alcalinas (pH=10,5)

* T(b) T

66.6mM
133 mM
— 200 mM
—— 267 mM
— 333 mM

20 A

350 400 450 500 550 600 650 350 400 450 500 550 600 650
A (nm) A (nm)

Figura 11.6: Espectros de emisién de fluorescencia de MPT en solucién acuosa (2,5x10° M), en

presencia de aniones fosfato. a) Soluciones acidas (pH=6,2) y b) soluciones alcalinas (pH=10,5)
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L — 30 o
T(a) 0 mM (h) OmM
} 16.6 mM 66.6mM
33.3mM | 133mM
‘ ( 66.6 mM ‘ 200 mM
20 _1 ! \\ H‘N‘) mM ! 20 - 267 mM
‘ 133 mM | 3133 mM
. ‘ 167 mM ‘
L‘E 250 mM
- o=
10 - 10 -
f\‘\.'«. N 1 ./"
T K T T 1 O B 1 T T U U I
450 500 550 600 650 350 400 450 500 550 600 650
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Figura 11.7: Espectros de emisién de fluorescencia de DPT en solucién acuosa (2,5)(10'5 M), en

presencia de aniones fosfato. a) Soluciones Acidas (pH=6,2) y b) soluciones alcalinas (pH=10,5)

I, (10° ctas.)

0.0 1 L | 1 0 L 1 1
0.0 0.1 0.2 0.3 04 0.0 0.1 0.2 0.3 04

PO’} M [PO,*| M

Figura 11.8: (a) Variacion de la intensidad de fluorescencia de HPT en solucién acuosa (2,5x10”° M), en
funcién de la concentracién de aniones fosfato. (b) Grifica de Stern-Volmer. En ambos graficos los

puntos (®) corresponden a medidas realizadas a pH 6,2 y los puntos (O) a pH 10,5.
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Figura 11.9: (a) Variacion de la intensidad de fluorescencia de MPT en solucién acuosa (2,5x10° M),

en funcién de la concentracion de aniones fosfato. (b) Grafica de Stern-Volmer. En ambos graficos los

puntos (@) corresponden a medidas realizadas a pH 6,2 y los puntos (O) a pH 10,5.
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(a)
2.0
@ 0
s 1.5+
° d o)
© O
< 0]
~- 1.0+ ..
— )
( J
0.5 F o
®
0'0 1 1 | 1
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4
3 -3
[PO4 | M IPO4 M

Figura 11.10: (a) Variacion de la intensidad de fluorescencia de DPT en solucién acuosa (2,5)(!0'5 M),

en funcién de la concentracién de aniones fosfato. (b) Grafica de Stern-Volmer. En ambos graficos los

puntos (®) corresponden a medidas realizadas a pH 6,2 y los puntos (O) a pH 10,5.
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11.2.2 Estudio resuelto en el tiempo.

En esta seccion se presentan los resultados experimentales correspondientes a los
decaimientos de la emision fluorescente de HPT, MPT y DPT (2,5x10” M) en presencia de
aniones fosfatos. Ademas, se presentan sus respectivos ajustes no lineales, realizados
suponiendo un comportamiento cinético de primer orden. Los experimentos se realizaron
en dos condiciones de pH diferentes (6,2 y 10,5).

En las figuras 11.11 a 11.13 se muestra la dependencia de los t¢ de los tres
compuestos estudiados con la concentracion de fosfato; mientras que en las figuras 11.14 a
11.16 se muestran las respectivas graficas de Stern-Volmer. Los valores de las constantes
Ksv obtenidas en estos experimentos se listan en la tabla 11.2. Estos resultados, muestran
que, a pH 6,2 los 1¢ disminuyen significativamente al aumentar la concentracion de los
iones fosfato, mientras que, para la forma alcalina (pH=10,5) se sélo se observa una

disminuctéon muy pequefia.

''''' — 0mM |
17mM |

e 33 mM
67 mM

— 100 mM
167 mM

=~ 333 mM

60 10 20 36
t (ns)

Figura 11.11: Variacién de la emision fluorescente de HPT en solucién (2,5x10° M), en funcién del
tiempo. Trazas obtenidas a distintas concentraciones de aniones fosfato. Las lineas rojas representan los

ajustes no lineales. a) pH 6,2 y b) pH 10,5.
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10 20 30 40 50 60 70 10 20 30 40 50 60
t (ns) t (ns)

Figura 11.12: Variaciéon de la emision fluorescente de MPT en solucion (2,5x10‘5 M), en funcién del

tiempo. Trazas obtenidas a distintas concentraciones de aniones fosfato. Las lineas rojas representan

los ajustes no lineales. a) pH 6,2 y b) pH 10,5.

U.E. (103 ctas.)

45 60 75 15 30 45 60

30
t (ns) t (ns)

Figura 11.13: Variacion de la emision fluorescente de DPT en solucién (2,51(10'5 M), en funcién del

tiempo. Trazas obtenidas a distintas concentraciones de aniones fosfato. Las lineas rojas representan

los ajustes no lineales. a) pH 6,2 y b) pH 10,5.
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Figura 11.14: (a) Tiempos de vida de fluorescencia de HPT en solucién acuosa (2,5x10”° M), en funcion

de la concentracion de aniones fosfato. (b) Grafica de Stern-Volmer. En ambos graficos los puntos (®)

corresponden a medidas realizadas a pH 6,2 y los puntos (O) a pH 10.5.
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Figura 11.15: (a) Tiempos de vida de fluorescencia de MPT en solucién acuosa (2,5x10° M), en funcion

de la concentracién de aniones fosfato. (b) Grafica de Stern-Volmer. En ambos graficos los puntos (@)

corresponden a medidas realizadas a pH 6,2 y los puntos (O) a pH 10,5.
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Figura 11.16: (a) Tiempos de vida de fluorescencia de DPT en solucién acuosa (2,5x10°° M), en funcién
de 1a concentracién de aniones fosfato. (b) Grafica de Stern-Volmer. En ambos graficos los puntos (@)

corresponden a medidas realizadas a pH 6,2 y los puntos (O) a pH 10,5.

Con los valores de las constantes de Ksy y T obtenidos, se calcularon las constantes
bimoleculares de velocidad de quenching de fluorescencia (kq) por fosfatos. Los valores de
Ksv empleados para calcular estas constantes se obtuvieron promediando los valores
obtenidos en los dos grupos de experimentos (medidas estacionarias y resueltas en el
tiempo). En la tabla 11.2 se listan los valores de Kgy, junto con las k4 calculadas para las

distintas formas acido-base de los tres compuestos estudiados.

Forma acida Forma alcalina
Compuesto K, K.’ k, /10’ K, K\’ k,10°
(#0.5) /M | (x0.5) /M [\ (£0.5) /M | (£0.5)/M™! M5!
HPT 16,9 14,9 1,35 1,7 1,8 0,21
MPT 19,7 17,4 1,28 3,0 2,9 0,25
DPT 19,6 16,2 1,2 2,3 2,0 0,18

Tabla 11.2: Constantes de Stern-Volmer (Kgy) y constantes de velocidad de quenching de fluorescencia

(ky) de pterinas con aniones fosfato. Forma icida (pH=6,2) y Forma alcalina (pH=10,5). La desviaciéon

estdndar correspondiente se indica entre paréntesis.
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11.3 Quenching por aniones acetato.

En esta seccion se muestran experimentos realizados en dos condiciones de pH (6.2

y 10,5). La siguiente ecuacion representa la disociacion del acido acético 41,

Ka=1,8x10" .
CH;3;COOH = >CH;COO™ + H (5)

De la ecuacidn (5) y teniendo en cuenta el valor de la constante de disociacion acida
(K,), puede verse que tanto a pH 6,2 como a pH 10,5 la forma acido-base predominante es

la forma CH;COO".

11.3.1 Estudio en estado estacionario.

Se realizaron experimentos similares a los llevados a cabo con fosfato (seccidn
11.2). En la figura 11.17 a 11.19 se observan las variaciones en los espectros de emision de
ambas formas 4acido-base de HPT, MPT y DPT, respectivamente, a diferentes
concentraciones de aniones acetato. En todos los casos la concentracion de pterinas fue
2,5x10° M. Las graficas de Ir en funcion de la concentracion de anién y los
correspondientes analisis de Stern-Volmer se muestran en las figuras 11.20 a 11.22. Puede
apreciarse claramente que, a pH 6,2, la Ir desminuye en forma muy significativa al
aumentar la concentracion del anioén acetato. Por el contrario, no se observan cambios en
los espectros de emision de ninguno de los tres compuestos estudiados en presencia de
acetato a pH 10,5.

En la tabla 11.3 se listan los valores de las constantes de Stern-Volmer (Kgy)
obtenidas en estos experimentos. Puede apreciarse, en primer lugar, que todos los valores
en medio acido son del orden de los obtenidos en los experimentos con fosfato, pero
ligeramente menores. Para las formas alcalinas no pudo detectarse efecto de quenching en
ninguna de las pterinas analizadas, en el intervalo de concentraciones de aniones acetato

estudiado.
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350 400 450 500 S50 600 650 350 400 450 500 550 600 650
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Figura 11.17: Espectros de emision de fluorescencia de HPT en solucion acuosa (2,5x10° M), en

presencia de aniones acetato. a) Soluciones pH 6,2 y b) soluciones pH 10,5.

25 25
20 .20
4 £
« «
LRE S s
2 2
—( o
~10 10
= =
- =)
5 5
0 0
350 400 450 500 550 600 650 350 400 450 500 550 600 650
A (nm) A (nm)

Figura 11.18: Espectros de emisi6n de fluorescencia de MPT en solucion acuosa (2,5x10° M), en

presencia de aniones acetato. a) Soluciones pH 6,2 y b) soluciones pH 10,5.
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Figura 11.19: Espectros de emision de fluorescencia de DPT en solucién acuosa (2,51&10‘5 M), en

presencia de aniones acetato. a) Soluciones acidas (pH=6,2) y b) soluciones alcalinas (pH=10,5).
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Figura 11.20: (a) Variacién de la intensidad de fluorescencia de HPT en solucién acuosa (2,5x10° M),
en funcién de la concentracién de aniones acetato. (b) Gréfica de Stern-Volmer. En ambos graficos los

puntos (®) corresponden a medidas realizadas a pH 6,2 y los puntos (O) a pH 10,5.
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Figura 11.21: (a) Variacién de la intensidad de fluorescencia de MPT en solucion acuosa (2,5x10° M),
en funcion de la concentracion de aniones acetato. (b) Grafica de Stern-Volmer. En ambos graficos los

puntos (®) corresponden a medidas realizadas a pH 6,2 y los puntos (O) a pH 10,5.
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Figura 11.22: (a) Variacion de la intensidad de fluorescencia de DPT en solucién acuosa (2,5)|(10'S M),
en funcion de la concentracién de aniones acetato. (b) Grafica de Stern-Volmer. En ambos gréficos los

puntos (®) corresponden a medidas realizadas a pH 6,2 y los puntos (O) a pH 10,5.
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11.3.2 Estudio resuelto en el tiempo.

De manera similar a la descripta para las experiencias con iones fosfato, se
desarrollaron los experimentos resueltos en el tiempo para el estudio del quenching con
iones acetato. En este caso se trabajé solamente en condiciones de pH igual a 6,2. Las
experiencias en medio alcalino no se realizaron debido a que, como se expuso en la seccion
anterior, este anion no produce quenching de fluorescencia.

En las figuras 11.23 a 11.25 se muestran las trazas obtenidas con soluciones de
HPT, MPT y DPT (2,5x10”° M), respectivamente y los correspondientes ajustes no lineales.
Puede apreciarse claramente que, en todos los casos, los tr disminuyen al aumentar la
concentracion del i0n acetato. En las figuras 11.26 a 11.28 se muestra la dependencia de
los tf de los tres compuestos estudiados con la concentracion del i6n y las correspondientes

graficas de Stern-Volmer.

- 0 mM
33 mM

- 67 mM
133 mM
167 mM

10 20 30 40 50 60 70
t (ns)

Figura 11.23: Variacion de la emisién fluorescente de HPT en solucién acuosa (2,5x10° M; pH=6,2), en
funcién del tiempo. Trazas obtenidas a distintas concentraciones de aniones acetato. Las lineas rojas

representan los ajustes no lineales.
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Figura 11.24: Variacién de la emision fluorescente de MPT en solucién acuosa (2,5)&10'5 M; pH=6,2),
en funcién del tiempo. Trazas obtenidas a distintas concentraciones de aniones acetato. Las lineas rojas

representan los ajustes no lineales.
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Figura 11.25: Variacién de la emisién fluorescente de DPT en solucién acuosa (2,51|110'5 M; pH=6,2), en
funcién del tiempo. Trazas obtenidas a distintas concentraciones de aniones acetato. Las lineas rojas

representan los ajustes no lineales.
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Figura 11.26: (a) Tiempos de vida de fluorescencia de HPT en solucién acuosa (2,5)(10'5 M; pH=6,2), en

funcién de la concentracion de aniones acetato. (b) Grafica de Stern-Volmer.
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Figura 11.27: (a) Tiempos de vida de fluorescencia de MPT en solucién acuosa (2,5x10° M; pH=6,2),

en funcion de la concentracion de aniones acetato. (b) Grafica de Stern-Volmer.
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Figura 11.28: (a) Tiempos de vida de fluorescencia de DPT en solucion acuosa (2,53|{10'5 M; pH= 6,2),
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en funcion de la concentracion de aniones acetato. (b) Grafica de Stern-Volmer.

Con los valores de las constantes de Kgy y 1r obtenidos, se calcularon las constantes
de velocidad de quenching de fluorescencia (ky) por acetatos. Los valores de Kgy
empleados para calcular estas constantes se obtuvieron promediando los valores obtenidos
en las medidas realizadas en estado estacionario y resuelto en el tiempo. En la tabla 11.3 se
listan los valores de Ksy de las medidas estacionarias y resueltas en el tiempo junto con las

kq calculadas para las distintas formas acido-base de las tres pterinas estudiadas, con el

anion acetato.

Tabla 11.3: Constantes de Stern-Volmer (Kgy) y constantes de velocidad de quenching de fluorescencia

(k) de las formas #cidas de pterinas (pH=6,2) con aniones acetato. La desviacion estandar

Forma acida
Compuesto K.’ K" k10’
F0.5)/M"' | 0.5 /M M's!
HPT 16,1 16,0 1,4
MPT 19,1 17,1 1,3
DPT 12,8 12,2 1,0

correspondiente se indica entre paréntesis.
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11.4 Quenching por aniones cloruros.

Para evaluar el efecto de la fuerza iénica en la I¢ de las pterinas se llevaron a cabo
estudios similares a los descriptos para aniones acetato y fosfato, sobre soluciones
conteniendo cada una de las tres pterinas (2,5x10° M) y aniones cloruro. Se eligieron
concentraciones relativamente altas de cloruros, hasta 400 mM. Los resultados muestran
que para ninguna de tres pterinas estudiadas se encontré un descenso apreciable de la
emision fluorescente (figura 11.29). Esto permite descartar cualquier efecto de la fuerza

i6nica sobre la fluorescencia.

4.0 4.0 ~
(b)
2.5
35r 3.5+ 520
s
E 30 z 30 10 — o — o—
° k3]
o : 1 . . = 05 et
E 00 0.1 0.2 03 S 00 01 02 03
:; 25 F [cry (M) 25 (€T (M)
(i}
208 @8 g ® 208 ® 9
1.5 1 1 1 1 1.5 1 1 1 1
0.0 0.1 0.2 03 0.4 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4
[CTT (M) [CT] (M)

Figura 11.29: Variacién de la intensidad de fluorescencia de soluciones de HPT, MPT y DPT (2,5x10°
M) en funcién de la concentracion de aniones cloruro. Los IN-SET corresponden a las graficas de
Stern-Volmer. (a) pH 6,2 y la (b) pH 10,5. En ambos graficos los puntos @ corresponden a medidas
realizadas para HPT; los puntos @ para DPT y los puntos ¥V para MPT.

11.5 Quenching por aniones sulfatos.

Adicionalmente, se estudio el efecto que tienen otros aniones sobre la intensidad de
fluorescencia de las pterinas. Para esto, se llevaron a cabo estudios de emision total,
utilizando un espectrofluorémetro Perkin-Elmer. El disefio de los experimentos fue similar
al descripto en la seccion 11.2 y 11.3; las determinaciones se realizaron sobre soluciones de
HPT, MPT y DPT (2,5x10° M) en presencia de aniones sulfato (Na;SO4 Anala R). Se

eligieron concentraciones relativamente altas de sulfatos, hasta 400 mM. Los resultados
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muestran que para ninguna de tres pterinas estudiadas se encontro un descenso apreciable

de la emision fluorescente (figura 11.30).

(a) ' )

14
4

#{
#(

2_ 05 ! — orime s sevlimen = Benae
02 03

10,71 (M)

on)

[SO,’ (M)

or)

gx m é ¢ s b4 4
O 1 1 1 1 O ) 1 i 1
0.0 0.1 0.2 0.3 04 0.0 0.1 0.2 03 04
[SO,”] (M) [SO,”] (M)

Figura 11.30: Variacion de la intensidad de fluorescencia de soluciones de HPT, MPT y DPT (2,5x10°
M) en funcién de la concentracion de aniones sulfatos. Los IN-SET corresponden a las grificas de
Stern-Volmer. (a) pH 6,2 y la (b) pH 10,5. En ambos graficos los puntos @ corresponden a medidas
realizadas para HPT; los puntos B para DPT y los puntos V para MPT.

11.6 Quenching por aniones nitratos.

De la misma manera a lo expuesto en la seccion anterior, se estudio el efecto que
tienen los nitratos sobre la intensidad de fluorescencia de las pterinas. Al igual que para las
determinaciones con anion sulfato, en esta seccion se presentan resultados del estudio de
emision total de pterinas, llevado a cabo con un espectrofluorometro Perkin-Elmer. Las
determinaciones se realizaron sobre soluciones acuosas de las tres pterinas estudiadas
(HPT, MPT y DPT, todas de concentracién 2,5x107 M) en presencia de aniones nitrato
(KNO; Merk). Para las condiciones experimentales de trabajo, se fijaron concentraciones
de nitratos hasta 400 mM. Al igual que lo observado en los experimentos con aniones
cloruros y sulfatos, estos resultados indican que los nitratos no producen un descenso

apreciable de la emision fluorescente de los tres compuestos estudiados (tigura 11.31).
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Figura 11.31: Variaci6n de la intensidad de fluorescencia de soluciones de HPT, MPT y DPT (2,5x10°
M) en funcién de la concentracién de aniones nitrato. Los IN-SET corresponden a las graficas de
Stern-Volmer. (a) pH 6,2 y la (b) pH 10,5. En ambos graficos los puntos @ corresponden a medidas
realizadas para HPT; los puntos @ para DPT y los puntos V para MPT.

11.7 Conclusiones.

Se estudio el quenching de fluorescencia de tres derivados pterinicos por OH". Se
observé que la fluorescencia exhibida por las pterinas en soluciones fuertemente alcalinas
(pH > 11) se ve fuertemente disminuida. En la tabla 11.1 puede apreciarse que, en todos los
casos estudiados, los valores de Ksv obtenidos de los experimentos en estado estacionario
son similares a los observados en los experimentos resueltos en el tiempo. Con estos
resultados y teniendo en cuenta las consideraciones tedricas expuestas en el capitulo 6,
podemos inferir que, en todos los casos estudiados, el proceso de quenching por OH
observado es de tipo dinamico.

En la tabla 11.4 se muestran los valores de las constantes k, de las formas alcalinas
de pterinas con OH" junto con los valores publicados en la literatura para otros derivados
pterinicos ??). Comparando los resultados, puede verse que para los tres compuestos
estudiados, se observaron valores de kq del mismo orden de magnitud a los observados para

otros compuestos pertenecientes a la familia de las pterinas.

205



Capitulo 11

Estos resultados se tuvieron en cuenta para fijar las condiciones de trabajo en los
experimentos de fotoquimica descriptos en esta tesis. Aquellos experimentos que
involucraron la forma alcalina del compuesto en estudio, se hicieron en condiciones de pH

tales que el quenching por OH™ fuese despreciable (ver capitulos 15 al 17).

Compuesto /10911‘\?1" §!
°PT 3,6
*CPT 1,9
*FPT 1,1
MPT 24
HPT 4,0
DPT 2,7

Tabla 11.4: Constantes bimolecular de quenching de fluorescencia (k;) de las formas alcalinas de

pterinas (pH > 11) con aniones hidroxilo (HO). * Valores publicados en la literatura 12531

De la misma manera, la emision de fluorescencia de las formas acidas de las
pterinas es fuertemente disminuida por aniones fosfato y acetato. En las tablas 11.1 a 11.3
puede apreciarse que, en todos los casos estudiados, los valores de Ksy obtenidos de los
experimentos en estado estacionario y resuelto en el tiempo, son similares. Estos resultados
indican que el quenching de fluorescencia de las formas 4cidas de pterinas con los aniones
fosfato y acetato es de tipo dinamico.

Las formas alcalinas de los tres compuestos estudiados no presentan quenching de
fluorescencia frente al anion acetato, en el intervalo de concentraciones estudiado. En la
tabla 11.3 puede verse que, para el caso del anion fosfato, las Ksy son muy pequeiias
comparadas con las observadas en medio acido.

En la tabla 11.5 y 11.6 se muestran los valores de las constantes k, con acetato y
fosfato respectivamente. Adicionalmente, se adjuntan los valores publicados en la literatura

t

para otros derivados pterinicos 131 Comparando los resultados, puede observarse que en

todos los casos, los valores de k, de los tres compuestos estudiados (HPT, MPT y DPT)

son del mismo orden de magnitud que los correspondientes a las demas pterinas 1231
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k
Compuesto 10° ]&_,s_.

PT 2,1
CPT 1,6
FPT 1,3
BPT 1,6
‘NPT 1,5
MPT 1,3
HPT 1,4
DPT 1,0

Tabla 11.5: Constantes bimolecular de quenching de fluorescencia (k,) de las formas icidas de pterinas

(pH=6,2) con aniones acetato. * Valores publicados en la literatura !>

Compuesto ko 110 M
pH=62 |pH=105
PT 1,6 0,18
*CPT 0,93 -
‘FPT 1,2 -
‘BPT 1,5 0,11
‘NPT 1,3 0,09
MPT 1,28 0,25
HPT 1,35 0,21
DPT 1,2 0,18

Tabla 11.6: Constantes bimolecular de quenching de fluorescencia (k,) de las formas icidas y alcalinas

de pterinas (pH=6,2 y 10,5) con aniones fosfato. * Valores publicados en la literatura 1231

El quenching de fluorescencia observado es selectivo a la naturaleza de algunos
iones (OH", PO4 0 Ac), ya que otros aniones como S04, NO™ o CI' no lo producen.

El comportamiento diferente que presentan las formas acidas y alcalinas de las
pterinas estudiadas, en el proceso de quenching por los aniones fosfato y acetato, podria
explicarse teniendo en cuenta la diferencia de cargas en las moléculas. Las formas 4cidas y
alcalinas de todas las pterinas estudiadas, poseen una carga neta de 0 y -1. Por otro lado, los
aniones estudiados estan cargados negativamente en todas las condiciones de pH
ensayadas. De esta manera, las repulsiones electrostaticas entre las formas alcalinas de las
pterinas y los aniones dificultan la interaccion necesaria para que existan procesos de
quenching. Esta repulsion no existe cuando se trabaja con la forma 4cida o neutra de las

pterinas.
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Por otro lado, para la forma 4cida de las pterinas, puede suponerse que el proceso de
quenching de fluorescencia ocurre a través de un mecanismo de transferencia de protones.
Esta hipdtesis esta basada en que los aniones provenientes de acidos fuertes, como cloruro,
sulfato y nitrato, no producen quenching de fluorescencia de las pterinas estudiadas. Por
otro lado, los aniones que mostraron quenching, como fosfato y acetato son aniones
provenientes de acidos débiles (acido fosforico: pKai = 2,16; pKaa = 7,21; pKoz = 12,32 4
acido acético: pK, = 4.76 1“1,

Estos resultados ponen en evidencia la interaccidn entre el estado singlete excitado
de las pterinas estudiadas y algunos aniones. Puede apreciarse claramente que estos
resultados se ven seriamente afectados tanto por las condiciones de pH de trabajo, como asi
también por la naturaleza quimica del sustituyente en la posicidn 6 del anillo pterinico.

Estos resultados hacen que sea imprescindible hacer algunas consideraciones a la
hora de desarrollar futuros experimentos. Por ejemplo, para los estudios de fotoquimica
que se describen en los capitulos siguientes, fue necesario trabajar en ausencia de

soluciones reguladoras de pH que contengan los iones fosfato o acetato.
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OXIGENO SINGLETE

Es evidente que, debido a la amplia distribucion de las pterinas en los sistemas
biologicos, a su presencia en zonas expuestas a la luz solar, y, en particular, a su
acumulacion en la piel de los seres humanos afectados de enfermedades tales como
vitiligo, es interesante investigar la capacidad que tienen estos compuestos, para producir
las diferentes especies reactivas del oxigeno (ERO), y en particular oxigeno singlete ('O5).
Por otro lado, el estudio de la produccidon de especies reactivas aporta informacion que
puede ser util para dilucidar los mecanismos de reaccion involucrados en fotooxidaciones y
reacciones fotosensibilizadas. En el capitulo 4 se resumié la informacion general existente
en la literatura sobre la produccion fotoquimica de 'O, por pterinas en solucion acuosa y se
explicd con mayor detalle el estudio sistematico realizado por Thomas et al. sobre 6
compuestos pertenecientes a esta familia. En este estudio se demostrdé que 5 (PT, FPT,
CPT, BPT y NPT) de los 6 derivados pterinicos, son buenos sensibilizadores de 'O,. El
AF, por su parte, presenta una produccion de '0, practicamente nula, siendo este
compuesto el unico derivado pterinico estudiado hasta el momento con esta caracteristica.

En este capitulo se presentan resultados de un estudio sistematico realizado sobre
otros cuatro derivados pterinicos: 6-hidroximetilpterina (HPT), 6-metilpterina (MPT), 6.7-
dimetilpterina (DPT) y acido N-metil folico (MAF). Los dos primeros compuestos se
eligieron porque en este trabajo de tesis se estudio6 la fotoquimica de los mismos (capitulos
14, 15 y 17); el tercero se escogioé porque esta relacionado estructuralmente con los dos
primeros; y, el ultimo porque presenta un sustituyente relacionado quimicamente con el
AF. Se presentaran los valores de las constantes de velocidad de quenching total (kr) de

oxigeno singlete y los valores de los rendimientos cuanticos de produccion de 'O, ().
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12.1 Quenching total de oxigeno singlete por pterinas en solucion acuosa.

Si una sustancia en solucion es capaz de secuestrar o atrapar '0,, se deben
considerar entonces, tanto la via de reaccion quimica como la via de quenching fisico
(ecuacion 1 y 2, respectivamente).

k:

Q+'0, QO; (1)
kq
Q+°0, )

donde: % es la constantes de velocidad de quenching quimico y kq es la constante de

Q+102

velocidad de quenching fisico. De esta manera, kr (la constante de velocidad de quenching
total de 'O, por Q) queda definida como la suma de los valores de k; y kq(kv =k + kg). En
el capitulo 8 se describe detalladamente el procedimiento utilizado para la determinacion
de la constante de velocidad de quenching total (kr) de 'O; por pterinas en solucién acuosa.

Tal como se detalld en el capitulo 8, el método empleado para la determinacion de
los rendimientos cuanticos de produccion de oxigeno singlete (D,) requiere conocer cual es
la cantidad de 'O, generado (‘O total) que se desactiva con el propio sensibilizador. Es
decir, es necesario conocer el valor de & del sensibilizador estudiado. En los experimentos
para determinar el @, es la pterina estudiada la que actia como sensibilizador de 'O,. Por
tal motivo, se realizo el estudio de la determinacion de kr para las cuatro pterinas (HPT,
MPT, DPT y MAF). Las medidas se realizaron en soluciones aireadas, en medio alcalino
(pD=10,5) y empleando rosa de bengala (RB) como sensibilizador. La longitud de onda de
irradiacion fue 547 nm. De los espectros de absorcion puede verse que en esa region del
espectro, ninguna de las pterinas estudiadas absorbe la radiacion incidente. Para el
desarrollo de la experiencia se mantuvo la concentracion del sensibilizador (RB) constante
y se vari6 la concentracion de la pterina en estudio (quencher) en cada caso. En la figura
12.1, se muestran las sefiales obtenidas en las series de medidas correspondientes a los
distintos compuestos estudiados. Puede observarse que al aumentar la concentracion de
pterinas, la sefial de 'O, disminuye. Esto significa que el 'O, es desactivado por la

presencia de pterinas.
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0 mM 0,17 mM 0,57 mM 1,14 mM 1,54 mM

c)

uM ~ 005yM 0,18 uM

d)

0,17 mM 0,57 mM 1,14 mM 1,54 mM

0 mM

Figura 12.1: Quenching de '0, por pterinas. En cada caso se muestra la absorbancia a 547
nm de la solucién de RB y la concentracién pterina. (a) HPT (A*7=1,0). (b) MPT (A*’=1,0). (c)
DPT (A%=1,5). (d) MAF (A%"=1,5).
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Se realizaron las graficas de Stern-Volmer de la emision infrarroja del 'O, segiin la
ecuacion (16) que se describid en el capitulo 8. Estas graficas presentan una correlacion
lineal para todos los compuestos estudiados, en el intervalo de concentraciones de trabajo
(figura 12.2). De la pendiente de cada uno de los graficos (Ksy) y considerando que el
tiempo de vida del 'O, (ta) en D,0 es de 62(3) ps, se calcularon los valores de kr para

cada compuesto. La tabla 12.1 muestra estos resultados.

S,/S
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Figura 12.2: Graficas de Stern-Volmer del quenching de la emision infrarroja del 'O, por pterinas en

D,0 (Sensibilizador: RB, A;x=547 nm; pD=10,5).
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Compuesto Ksv (uM™) ky* (M's™)
HPT (1,940,D)x10™ | (3,140,4)x10°
MPT (5,0£0,1)x10™ | (8,0£0,6)x10°
DPT (2,7£0,4)x10™ | (4£1)x10’
MAF (2,7+£0,1)x10™ | (4,420,4)x10’

Tabla 12.1: Valores de pendientes de las grificas de Stern-Volmer (Ksy) y de constantes de velocidad

de quenching total de 'O, (kr), en soluciones aireadas de derivados pterinicos.

Los valores de kr para los cuatro compuestos estudiados son relativamente altos
comparados con los valores de it publicados en la literatura para otros compuestos de la
familial". El valor observado para HPT es similar a los valores publicados para PT
(2,9x10° M's™ y para derivados pterinicos con sustituyentes con un solo atomo de
carbono (ver capitulo 4). El valor de kit de MPT es ligeramente superior y el kr observado
para DPT es un orden de magnitud superior. Este punto, se abordara con mayor detalle,
sobre la base de los resultados del siguiente capitulo. Aqui es importante destacar el

PPT Esto se debe a la extremadamente

elevado error experimental asociado al valor de kr
baja solubilidad de dicho compuesto en H;O y D;0, lo que impide la preparacion de
soluciones de DPT lo suficientemente concentradas como para producir disminuciones
significativas en la sefial de emision infrarroja del '0,.

Por otro lado, el valor de k1 medido para MAF es similar al del AF (ver capitulo 4).
El tipo de sustituyente le confiere una capacidad alta para secuestrar '0,. En el capitulo 4
se mostrd que una de las hipétesis propuestas en la literatura para explicar este elevado
valor de kr del AF, tiene en cuenta una mayor reactividad del AF con el 10,12,
Nuevamente, este punto se discutira en detalle en el siguiente capitulo, luego de presentar

los correspondientes valores de la constante de velocidad de la reaccion quimica entre el

'0, y seis derivados pterinicos, entre los que se encuentran MAF y AF.
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12.2 Rendimientos cuinticos de produccion de oxigeno singlete por pterinas.

Se determinaron los rendimientos cuanticos de produccidn de oxigeno singlete
(®,) por HPT, MPT, DPT y MAF, en soluciones equilibradas con aire preparadas en D0,
monitoreando la emision de luz infrarroja del 'O,. Las pterinas se excitaron con luz de 367
nm (ver capitulo 8, seccion 8.1.2).

Como se mostro en el capitulo 10 todas las pterinas estudiadas, excepto MAF,
tienen rendimientos cuanticos de fluorescencia (®y) relativamente altos. Por ello es
necesario investigar posibles interferencias de la emision fluorescente de las pterinas en el
infrarrojo cercano. Debido a esto se realizaron experimentos (controles) en soluciones
saturadas en Ar. En estas condiciones, como no hay O, en el medio, en caso de detectarse
emision de luz infrarroja, la misma es asignada a la sustancia en estudio. Los controles se
realizaron en medio acido (pD=5,5) y medio alcalino (pD=10,0). En las condiciones de
trabajo en las que se realizaron las medidas de @4, no se detecté luminiscencia a 1270 nm
para ninguno de los compuestos estudiados.

Las determinaciones de @, se realizaron para las formas acidas (pD=5,0-6,0) y para
las formas alcalinas (pD=10-10,5) de los cuatro derivados pterinicos estudiados. Ademas
se realizaron determinaciones en soluciones fuertemente alcalinas (pD>12). Como
sensibilizadores de referencia se utilizé 1H-fenalen-1-ona o fenalenona (Agx=367 nm) para
los experimentos en medio acido y RB (Agx=547 nm) para los experimentos en medio
alcalino.

Se detecté emision infrarroja por 'O, significativa para HPT, MPT y DPT, tanto en
medio acido como alcalino. Por el contrario, para MAF se observé una emisién
extremadamente baja. Los valores de @, de las cuatro pterinas en medio alcalino se

calcularon con la siguiente ecuacion, deducida en el capitulo 8:

Se® P (ka + ki [S])
SCR P()S kd

3)

(DAS = (DAR d

donde Se® y Se" es la sefial del sensibilizador y de la referencia respectivamente; ki es la
constante bimolecular de quenching total de 'O, por el sensibilizador; P, es la intensidad

de la luz incidente a las longitudes de onda de excitacion de la muestra y la referencia
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(/15=367 nmy AR=547 nm); CDAS y CDAR es el rendimiento cuantico de produccion de '0, del
sensibilizador y de la referencia, respectivamente.

Como se explicd en el capitulo 8, para el calculo de los valores de ®, debe
conocerse el valor de k> del sensibilizador utilizado (tabla 12.1). Bajo las condiciones aqui
utilizadas para la determinacion de los ®, en medio alcalino, k4 resulta mucho mayor que
el producto ki°[S] para todos los compuestos (ka/(kr°[S]) > 20), excepto para DPT y MAF
(kd/(kTS[S] = 5). De esta manera, se pudieron calcular los valores de ®, para las formas
alcalinas de las cuatro pterinas. Estos resultados se exponen en la tabla 12.2.

El valor de k1> no fue medido en medio 4cido; por ello, los valores de ®, que se
listan en la tabla 12.2 para las formas acidas, son valores de rendimientos cuanticos de
produccién de oxigeno singlete aparentes (®,*), calculados a partir de la siguiente
ecuacion, deducida en el capitulo 8:

Se’

SeR

D® =R 4)

donde Se” y Se® es la sefial del sensibilizador y de la referencia (A°=A8=367 nm); ®,"es el

rendimiento cuantico de produccion de 'O, de la referencia y ®, es:

kq
DO =, 5
T ket kS [S)) )

. . S . ..
Sin embargo, se puede asumir que los valores de A1~ no cambian drasticamente con
el pH, o pueden ser menores como se observa para otros compuestos”*]. Por ello puede

considerarse que los ®,* son valores muy cercanos a los ®, reales.

ap
Compuesto (p(g:S,S) (pD(f 10,5) (pl)(f 12.1)
HPT 0,15+0,02 0,21+0,03 0,10+0,02
MPT 0,10+0,03 0,14+0,02 0,07+0,02
DPT 0,04+0,02 0,10+0,02 0,06x0,03
MAF no detectable | (1,3+0,2)x1 0” -—-

Tabla 12.2: Rendimientos cuinticos de produccion de lOz a diferentes pH.
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Una de las primeras observaciones que surge al analizar la tabla 12.2, es que los
compuestos estudiados presentan los valores de ®, mas bajos, comparados con los valores
publicados en la literatura para otros compuestos de la familial"?! (ver tabla 4.6). También
puede apreciarse la gran diferencia entre el valor de ®, del MAF con el que presentan el
resto de las pterinas estudiadas. El ®, medido para el MAF sélo es comparable con el
@, observado para el AF. Estos dos compuestos presentan una estructura quimica similar
(ver figura 1.4), lo que podria explicar la similitud en el comportamiento. Fue sugerido!’?!
que el estado singlete excitado del AF se desactiva rapidamente por vias no radiativas. De
esta manera, se reduce la posibilidad de cruzamiento inter-sistemas para dar estados
tripletes, que puedan realizar transferencia de energia al O,. Para los dos compuestos (MAF
y AF), el sustituyente de la posicion 6 es mucho mas grande que el sustituyente en las
demas pterinas estudiadas, y de esta manera, presentan muchas posibilidades de
movimientos. Esta caracteristica podria introducir a los estados electronicos gran cantidad
de estados vibro-rotacionales, lo cual podria favorecer la desactivaciéon por procesos no
radiativos.

Puede observarse en la tabla 12.2, al igual que para otros derivados pterinicos!"?,
que la capacidad de produccién de 'O, de cada pterina es funcion del pD. En términos
generales, las formas alcalinas tienen mayores @, que las correspondientes formas acidas.
Esta generalizacion, no puede hacerse con el MAF debido a que los ®, medidos son muy
pequefios. Los resultados obtenidos para los cuatro compuestos estudiados, se pueden
analizar teniendo en cuenta los resultados de fluorescencia presentados en el capitulo 10.
En dicho capitulo se mostr6 que los valores de @y de las formas 4cidas son mayores que
los de las correspondientes formas alcalinas, mientras que las constantes de velocidad
intrinseca (k") son equivalentes (considerando el error experimental). Se sugiri6, entonces,
que en las formas alcalinas debe ser mas eficiente la desactivacion de los estados excitados
singletes (S;) por otra u otras vias diferentes a la emision fluorescente. El analisis de los
valores de @, obtenidos permite sugerir que en las formas alcalinas el cruzamiento inter-
sistemas podria ser mayor que en las acidas, justificando de esta forma, mayores @, en las
formas alcalinas y mayores @y en las formas acidas.

Se investig6 la produccion de 'O; en soluciones fuertemente alcalinas. Para ello se

determinaron los @, de los cuatro compuestos estudiados, en soluciones aireadas de pD
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igual a 12,1. Los resultados de estos experimentos se muestran en la tabla 12.2. Puede
apreciarse claramente que los valores obtenidos en estas condiciones son notablemente
menores que los obtenidos a pD 10,5. Una vez mas resulta interesante relacionar estos
resultados con el estudio de la fluorescencia de las pterinas. Estudios previos!'”!y los datos
presentados en el capitulo 11, muestran que a pH superiores a 11 la fluorescencia de las
pterinas por excitacion a 350 nm se desactiva muy eficientemente por iones hidroxilo
(HO") y que este quenching es un proceso dinamico. Puede deducirse, entonces, que la
desactivacion del estado excitado singlete (S;) por hidroxilo reduce la eficiencia del
cruzamiento inter-sistemas (®sc) y, consecuentemente, el @,.

Adicionalmente, se realizaron determinaciones de @, en soluciones saturadas con
O, para HPT, MPT y DPT. Para ello se burbujearon con O, las soluciones a analizar
(durante 15 minutos) y luego se determinaron los ®,. Los resultados obtenidos se muestran
en la tabla 12.3.

Comparando los dos conjuntos de datos, puede apreciarse que el ®,, en las
condiciones experimentales empleadas, es independiente de la concentracion de O, para
todos los casos analizados. Esto sugiere que los estados excitados tripletes son
desactivados completamente por el O,, ain a la concentracion correspondiente a soluciones
aircadas. Por consiguiente podria considerarse que los @, obtemdos son una buena
aproximacion a los valores correspondientes a los rendimientos cudnticos de cruzamiento

inter-sistemas (®sc).

Compuesto | @, (pD=5,5) | O, (pD=10,5)
MPT 0,11+0,02 0,130,02
HPT 0,13+0,02 0,19+0,02
DPT 0,02+0,03 0,08+0,03
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12.3 Conclusiones.

En este capitulo, se determinaron los valores de las constantes de velocidad de
quenching total de '0, por pterinas (kr). En particular, se estudiaron los compuestos HPT,
MPT, DPT y MAF, en ambas condiciones de pH (6,2 y 10,5). Los valores de k1 observados
son relativamente altos comparados con los valores de kr publicados en la literatura para
otros compuestos pertenecientes a la familia de las pterinas!'’. El analisis de estos
resultados se abordara con mayor detalle en el capitulo siguiente.

Por otra parte, se estudio la capacidad que tienen ambas formas acido-base de HPT,
MPT, DPT y MAF de generar 'O,, bajo irradiacién con luz UV-A. Los resultados aqui
expuestos, muestran que todos los compuestos estudiados, excepto el MAF, tienen una
elevada eficiencia para sensibilizar 'O,. Estos resultados concuerdan con los resultados

7 6]

previos, publicados por Neverov et al.™, y con los resultados obtenidos por los autores

Thomas ef al'', (ver capitulo 4).
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I Capitulo 13
J

REACCION QUIMICA ENTRE EL OXiGENO SINGLETE Y LAS
PTERINAS.

Medir la reactividad de las pterinas frente al oxigeno singlete ('O,) resulta
interesante desde varios puntos de vistasgPor un lado, debido a que ha sido demostrado que
muchos derivados pterinicos generan 'O, fotoquimicamente“'zl (ver capitulo 12), la
reaccion entre esta especie reactiva y las pterinas debe ser tenida en cuenta como posible
via de fotooxidacidn. Mds aln, los resultados de experimentos indirectos, que utilizaron
secuestradores selectivos de 'O,, sugirieron la participacion de esta especie reactiva como
intermediario activado en la fotooxidacion del acido félico (AF), tanto en medio acido
como en medio alcalino[3’4]. Otra evidencia en este sentido, que ha sido publicada en la
literatura, es el elevado valor de la constante de velocidad de quenching total (kr) de este
compuesto, comparado con el kr observado para los demds derivados pterinicos

(251 Por otro lado, el estudio de la reactividad del '0, con las pterinas es

estudiados
interesante desde el punto de vista bioquimico y biomédico. Es bien conocida la amplia
distribucién de las pterinas en distintos sistemas bioldgicos, por lo tanto es interesante
saber si estos compuestos son capaces de secuestrar especies reactivas de oxigeno y de esta

manera actuar como anti-oxidantes.

13.1 Determinacion de &, en medio alcalino.

En el capitulo 8 se describe, detalladamente, el procedimiento utilizado para la
determinaciéon de la constante de velocidad de la reaccién quimica entre el 'O, y las
pterinas (k,). Para realizar estos experimentos, se prepararon grupos de soluciones
conteniendo el derivado pterinico a ensayar, junto con rosa de bengala (RB) que actia
como sensibilizador de '0. Luego se ajusté el pD o pH, segun corresponda, en un valor
cercano a 10,5. Las soluciones se irradiaron excitando en la banda de absorcion del RB

(Aex=547nm) a  distintos tiempos. Cada muestra irradiada se analizo
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espectrofotométricamente y por HPLC. El analisis cinético del consumo del compuesto en
estudio como una funcion del tiempo de irradiacion, realizado por HPLC, permitié calcular
el valor de k;.

El analisis espectral aplicado a los experimentos que se mostraran en la seccion
13.1, difiere ligeramente del analisis general detallado en el capitulo 9. Debido a ello, antes
de presentar los resultados, se explicaran tales diferencias y las razones por las cuales se
modifico la técnica general.

Como se menciond anteriormente, en este capitulo se muestran resultados de
experimentos en los cuales se irradiaron soluciones con RB como sensibilizador y un
derivado pterinico. A la longitud de onda de irradiacion (547 nm) absorbe el RB pero no el
compuesto en estudio. El sensibilizador genera 'O, y éste reacciona con el compuesto
pterinico. [Esta reaccion es la que se quiere estudiar mediante el analisis
espectrofotométrico y por HPLC. Sin embargo, en estos experimentos, RB se fotoliza
lentamente. Esta reaccion se hace méas evidente, cuanto mayor es el tiempo de irradiacion, y
esto produce modificaciones espectrales. El analisis espectral a partir de los espectros DE
pretende evaluar la reaccion entre el derivado pterinico y el '0, y no la fotélisis del RB.

Controles realizados sobre soluciones que solo contenian el sensibilizador revelaron
que la fotdlisis del RB genera productos que no absorben a A mayores de 220 nm'®!. Por
consiguiente, para obtener los espectros DE mostrados en este capitulo se procedio de la
siguiente manera: a los espectros de las soluciones correspondientes a los diferentes
tiempos de irradiacidn se les resto el espectro correspondiente al RB. Luego se obtuvieron
los espectros DE de la manera habitual, detallada en el capitulo 9. En consecuencia, los
espectros DE que se presentaron muestran las diferencias espectrales solo de la reaccion de
la pterina estudiada con el 'O,.

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos en la determinacion de los
valores de k, para la forma alcalina de los seis derivados pterinicos estudiados (PT, MPT,
DPT, HPT, AF y MAF). Los experimentos se realizaron usando D,O como solvente (y en
algunos casos H,O) como solvente. Adicionalmente, se hace un analisis detallado de los
espectros de absorcion y de los cromatogramas de las soluciones irradiadas, con el objeto
de obtener mayor informacion respecto de los posibles productos y de los mecanismos de

reaccion.
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Pterina (PT). Para este estudio, se prepararon soluciones de PT en D,O (400 puM;
pD=10,5) y RB (A547 = 1,5) y se irradiaron (Apx=547nm) a distintos tiempos. En la figura
13.1a se muestra la evolucion de la concentracion de PT con el tiempo de irradiacion. En la
figura 13.1b se graficé A[PT]) en funcion del tiempo de irradiaciéon (donde
APTD=In([PTV/[ PT)o) - (kr" Vkg) ([PT]o-[PT]; ver capitulo 8), y a partir de la pendiente se
calcul6 el valor de &,. En las condiciones experimentales de trabajo, se obtuvo un valor de
(2,5i0,3)x105 M's?'. Teniendo en cuenta el valor de kr (k, + k;) publicado en la

(1

literatura!l, puede apreciarse que k°' es un orden de magnitud menor que la

correspondiente constante de quenching fisico (k,,Prr= (2,6£0,3)x10° M's™).
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Figura 13.1: Oxidacion fotosensibilizada de PT en solucion alcalina en D,O (|PT},=400 uM; pD=10,5),
equilibrada con aire. Sensibilizador: RB (Agx=547 nm). La concentracion de PT se determin6 por
HPLC. a) Evolucién de la concentraciéon de PT con el tiempo de irradiacién. b) Se graficé f{{PT]) en

funcioén del tiempo de irradiacién (ver ecuacion (20), capitulo 8).

El analisis de los espectros de absorcion de las soluciones irradiadas muestra
pequefios cambios en funcion del tiempo de irradiacion (figura 13.2a). Se aprecia una
disminucion de las bandas de absorcion caracteristicas de las pterinas, junto con un
pequeiio incremento en la absorcion en la region del espectro comprendida entre 400 y 500

nm. Estos cambios pueden apreciarse, con mas detalle, en los espectros DE presentados en

221



Capitulo 13

la figura 13.2b. Estos resultados, indican por un lado, que el 'O, reacciona directamente
con el doble anillo de PT, generando asi productos de naturaleza quimica no-pterinica. Por
otro, indican la presencia de, al menos, un producto capaz de absorber en la region del

espectro cercana a 450 nm.
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Figura 13.2: a) Evolucion del espectro de absorcion de una solucion de RB y PT (|PT|,=400 uM;
pD=10,5) al ser irradiada en presencia de O, (Agx=547nm). Los espectros fueron tomados cada 30
minutos. Las flechas indican el sentido del cambio. Camino éptico de I cm para la irradiacion y para la
observacion. b) Los Espectros DE (—) se obtuvieron restando el espectro de PT inicial a los respectivos

espectros obtenidos después de irradiacion.

En la figura 13.3 se muestran cromatogramas correspondientes a soluciones de PT y
RB, irradiadas a distintos tiempos (Axx=547nm; pD=10,5). Tanto en los cromatogramas
obtenidos con A de analisis 230nm (figura 13.3a), como en aquellos obtenidos a 340nm
(figura 13.3b), puede apreciarse la presencia de varios picos con dareas pequeiias,
correspondientes a los productos de reacciéon entre PT y 'O,. El pico con el tiempo de
retencion (tg) alrededor de 8,7 minutos, corresponde al reactivo (PT). Los picos con tg 4,2
y 6,5 minutos pertenecen a productos que absorben tanto a 230 nm como a 340 nm. Con

valores de tg entre 1 y 3 minutos aparecen varios picos que corresponden a productos que
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no presentan absorcion a 340 nm; lo cual sugiere que han sufrido una ruptura del doble
anillo pterinico. En la figura 13.4a, se muestran los espectros de absorcién obtenidos por el
equipo de HPLC (ver capitulo 8) para los picos de tg 4,2 y 6,5 minutos, junto con el
espectro correspondiente al reactivo de PT (tg=8,7 minutos). Estos resultados indican que,
el pico de tg=6,5 minutos es el responsable del aumento en la absorcion en la region del
espectro comprendida entre 400 y 500nm, observado en el analisis de los espectros de
absorcion (figura 13.2); y que ademas se genera, al menos, un producto capaz de absorber
entre 300 y 350 nm (tg=4,2 minutos). En la figura 13.4b se muestra la evolucion del area
correspondiente a los productos con tr 4,2 y 6,5 minutos.
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Figura 13.3: Cromatogramas correspondientes a las soluciones mezclas de PT (|PT|,=400 pM;
pD=10,5) y RB irradiadas cada 30 minutos (Agx= 547nm). a) Longitud de onda de analisis 230 nm. b)
Longitud de onda de an4lisis 340 nm.
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— tr=4,2min
tr=6,5min

tr=8,8min

00 +—m——v— T L

250 300 350 400 450 500 0 20 40 60 80

A (nm) t (min)
Figura 13.4: a) Espectros de absorcién registrados sobre los picos con tg=4,2; 6,5 y 8,8 minutos, de los
cromatogramas de la figura 13.3. b) Evolucién del drea de los picos correspondientes a (@) tg 4,2

minutos y (®) tg 6,5 minutos del cromatograma analizado a 230 nm (figura 13.3a).
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En el capitulo 1 se describieron los principales mecanismos de reaccion del 'O, con
otros compuestos de estructura quimica similar a las pterinas, como son las purinas. En
dicho capitulo se expuso que el anillo de cinco miembros es el mas susceptible a reaccionar
con el 'Oz, mientras que el anillo pirimidinico, similar al presente en las pterinas, presenta
una reactividad menor. Los valores de las constantes de reaccion (k;) entre el '0, y las
purinas estan comprendidos entre 10° y 10° M''s”, dependiendo de la naturaleza de los
sustituyentes. Por otro lado, la Citosina que posee una estructura quimica idéntica al anillo
pirimidinico de pterina presenta valores de &, medidos en D,0, alrededor de 8x10* M™'s™,
es decir, algo menor que el observado para PT (2,5x10° M's™).

En base a estos antecedentes es l16gico suponer que el anillo pirimidinico de las
pterinas es mas estable frente al 'O, que el anillo pirazinico. De esta manera, teniendo en
cuenta las reacciones tipicas de adicion ([2 + 2] y [2 + 4]) en las que participa el '0,, puede
proponerse para PT los mecanismos de reaccion mostrados en el esquema 1. Estas
reacciones conducirian a la formacion de diversos productos no pterinicos, tal como se

observa para PT segun lo expuesto en los parrafos anteriores.
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Esquema 1

6-metilpterina (MPT). Se prepararon soluciones de MPT en D;0 (634 uM: pD=10.5) y RB
(A =1.5) y se irradiaron (Agx=547nm) a distintos tiempos. En la figura 13.5a se muestra
la evolucion de la concentracion de MPT con el tiempo de irradiacion. En la figura 13.5b
se grafico f([MPT]) en funcion del tiempo de irradiacion (ver ecuacion (20), capitulo 8) y a
§ MPT

partir de la pendiente se calculd el valor de . En estas condiciones de trabajo, se

obtuvo un valor de (4,9+0,7)x10° M's™. Teniendo en cuenta el valor de ; presentado en el

MPT .
es del mismo

capitulo anterior (kM= (8,0+0,6)x10° M's™"), puede apreciarse que &,
orden de magnitud que su correspondiente constante de quenching fisico (k‘,MP =
(3+1)x10° M''s™).

El valor de &M ((4,9£0,7)x10° M's™") es mas de un orden de magnitud superior al
obtenido para PT (k"'= (2,5£0,3)x10° M's™"). Teniendo en cuenta que el '0, es una
especie electrofila, podria especularse que la mayor reactividad de MPT frente a esta

especie reactiva se debe a una mayor densidad electronica del doble anillo aportada por el

225



Capitulo 13

grupo metilo. Por otro lado, los valores de k; encontrados para ambos compuestos son muy
similares dentro del error experimental (k,,MPT: (3+1)x10® M's™! y kqPT= (2,6+0,3)x10° M~
's™, sugiriendo que el sustituyente pequefio de MPT no afecta el quenching fisico del '0,.
Por ultimo, queda claro que la diferencia entre los valores de 4t observados para MPT y PT
(kM7= 8,0x10° M's " y k1" T=2,9x10° M's ™, respectivamente) se debe, principalmente, a

la reaccion quimica y no al quenching fisico.
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Figura 13.5: Oxidacién fotosensibilizada de MPT en solucion alcalina en D,O (|MPT|,=634 pM;
pD=10,5), equilibrada con aire. Sensibilizador: RB (Agx=547 nm). La concentracién de MPT se
determin6 por HPLC. a) Evolucién de la concentracion de MPT con el tiempo de irradiacion. b) Se

graficé f{{MPT]) en funcién del tiempo de irradiacién (ver ecuaci6n (20), capitulo 8).

Los espectros de absorcion de las soluciones irradiadas (figura 13.6a), muestran
diferencias en el comportamiento de MPT frente al '0,, en relacion a lo observado para
PT. Estos espectros, muestran una notable disminucion de las bandas de absorcion
caracteristicas de MPT. Estos cambios espectrales son mayores que los observados en la
figura 13.2 para PT. Estos resultados concuerdan con el mayor valor de k™" observado.
Los cambios espectrales, pueden apreciarse con mas detalle en los espectros DE
presentados en la figura 13.6b. Puede observarse que, a diferencia de lo observado para PT,

no se forman productos capaces de absorber alrededor de 450 nm. En los espectros DE,
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puede observarse la pérdida del caracter aromatico y ruptura del doble anillo de MPT,
cuando reacciona con el 'O,. Para este compuesto, también puede plantearse una reaccion
directa del 'O, con el doble anillo pterinico y no con el sustituyente. Ademas, teniendo en
cuenta el notable incremento en la reactividad que produce el sustituyente metilo, es
razonable pensar que la reacciéon de 'O, tiene lugar en el anillo al cual esta unido. Por lo

tanto, puede plantearse un esquema de reaccion similar establecido para PT (ver esquema

).

(a)

(b)

200 300 400 500 600
A (nm)

Figura 13.6: a) Evolucion del espectro de absorcion de una soluciéon de RB y MPT (IMPT|,=634 uM;
pD=10,5) al ser irradiada en presencia de O, (Agx=547nm). Los espectros fueron tomados cada §
minutos. Las flechas indican el sentido del cambio. Camino dptico de 1 em para la irradiacién y de 0,1
cm para la observacion. b) Los espectros DE (—) se obtuvieron restando el espectro de MPT inicial a

los respectivos espectros obtenidos después de irradiacion.

En la figura 13.7 se muestran los cromatogramas correspondientes a soluciones de
MPT y RB, irradiadas a distintos tiempos (Agx=547nm; pD=10,4). En ambas figuras se
observa el pico correspondiente al reactivo MPT (tg= 6 minutos) y un pico ancho y

deformado, con tg 1,8 minutos, que sugiere la presencia de varios productos.

227



Capitulo 13

150 | 80

b
(a) ) "
125 | | !
30 ‘ 60 /r “ 04
100 20 ‘ ! ) 50 y ‘ 02
<. 75 ,J 10 “‘ | <- 40 b= ‘/ = 00
D %—J i — —et () \ | D ‘ 0 {
2 4 \ ‘ 30 | 2 3 4 ‘f»
50 : | | ,
| 20 | / \
| | \\
25 / i 10 | / \
0 — I~ =5 ‘_// > 0! TSN =
0 1 2 3 4 5 6 7 0 ] 2 3 4 5 6 7
t (min) t (min)

Figura 13.7: Cromatogramas correspondientes a las soluciones mezclas de MPT (|[MPT],=634 uM;
pD=10,4) y RB irradiadas cada 5 minutos (Agx=547nm). Solvente de corrida: 3% Acetonitrilo y 97%
buffer fosfato. a) Longitud de onda de anilisis 230 nm. b) Longitud de onda de analisis 340 nm.

Con el objeto de analizar mas en detalle los productos de la reaccién entre MPT y
'Oz, se registraron los cromatogramas de las soluciones de MPT y RB irradiadas, utilizando
otras condiciones de corrida cromatografica. En particular, se utilizé6 100% buffer fosfato
(pH=5.,5). En la figura 13.8a, se muestran los cromatogramas registrados con distintas
longitud de onda de analisis (230, 260, 300 y 340 nm). En esta figura puede apreciarse
claramente que el area de cada pico analizado a 340 nm, es despreciable respecto de la
observada en los cromatogramas analizados a 230 o 260 nm. Estos resultados sugieren que
los productos han perdido su naturaleza pterinica. En la figura 13.8b, se muestran los
espectros de absorcion (registrados con el HPLC, ver capitulo 8) correspondientes a los
picos con tg 1,9, 3,4 y 5,0 minutos, de los cromatogramas mostrados en la figura 13.8a. En
todos los casos, los productos han perdido la banda de absorcion de 340 nm caracteristica

de las pterinas.
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Figura 13.8: a) Cromatogramas correspondientes a las mezclas MPT y RB, irradiada 30 minutos
(Aex=547nm). Solvente de corrida: 100% de buffer fostato. b) Espectros de absorcion de ambos picos

de los cromatogramas de a).

6, 7-dimetilpterina (DPT). Los experimentos con DPT se llevaron a cabo sobre soluciones
mezcla en D,O de DPT (188 uM; pD=10,5) y RB (A**" = 1,5) y se irradiaron (Agx=547nm)
a distintos tiempos. En la figura 13.9a se muestra la evolucidn de la concentracion de DPT
con el tiempo de irradiacion. En la figura 13.9b se graficé f({[DPT]) en funcion del tiempo
de irradiacion; y de la pendiente se calculd el valor de k°FT. Para este caso, se obtuvo un
valor de (1,0£0,2)x10” M's”. Este valor de k""" es aproximadamente dos veces mayor
que el observado para MPT (kM= 4,9x10° M's™h.

De la misma manera que para MPT, el incremento en el valor de & puede
explicarse teniendo en cuenta el caracter electrofilo del 'O, y el efecto inductivo del grupo
metilo, que en el caso de DPT es mayor debido a la presencia de un metilo adicional
respecto de MPT. Ademas, el significativo incremento del valor de k. para DPT concuerda
con la hipédtesis que sugiere que el '0, ataca el anillo pirazinico de las pterinas (ver
esquema 1).

Debido a razones experimentales detalladas en el capitulo anterior, el valor de kr
obtenido (ki""'= 4x10’ M's!) esta afectado por un error experimental muy elevado. Por
consiguiente, en este caso, s imposible obtener un valor aceptable de £, calculado como la

diferencia entre ky y &,
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Figura 13.9: Oxidacion fotosensibilizada de DPT en solucién alcalina en D,O ([DPT|,=188 uM;
pD=10,5), equilibrada con aire. Sensibilizador: RB (Agx=547 nm). La concentracién de DPT se
determiné por HPLC. a) Evoluciéon de la concentracion de DPT con el tiempo de irradiacion. b) Se

graficé f{{DPT]) en funcién del tiempo de irradiacion (ver ecuacion (20), capitulo 8).

El analisis espectrofotométrico muestra que este compuesto presenta un
comportamiento similar al observado para MPT. Los espectros de absorcion de las
soluciones irradiadas (figura 13.10), muestran una disminucion en la intensidad de ambas
bandas de absorcion caracteristicas de DPT. Nuevamente, estos resultados sugieren la
ruptura del doble anillo, con la consecuente pérdida del caracter aromatico, cuando DPT

reacciona con el 102.
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Figura 13.10: a) Evolucién del espectro de absorcién de una solucibn de RB y DPT en D,O
(|IDPT),=188 uM; pD=10,5), al ser irradiada en presencia de O, (A;x=547nm). Los espectros fueron
tomados cada 5 minutos. Las flechas indican el sentido del cambio. Camino éptico de 1 cm para la
irradiacion y de 0,5 cm para la observacion. b) Los espectros DE (—) se obtuvieron restando el

espectro de DPT inicial a los respectivos espectros obtenidos después de irradiacion.

En la figura 13.11 se muestran los cromatogramas correspondientes a soluciones de
DPT y RB, irradiadas a distintos tiempos (Aex=547nm; pD=10,4). En ambas figuras puede
apreciarse la presencia de un pico relativamente ancho, correspondientes al o a los
productos de reaccion. Los cromatogramas analizados a 340nm (figuras 13.11b), muestran
que el area del pico es mucho mas baja que la observada cuando los cromatogramas se
analizan a 230nm (figura 13.11a). Estos resultados sugieren que los productos presentan
coeficientes de absorcion mucho mas grandes a 230nm. En la figura 13.12a, se muestra el
espectro de absorcion registrado para el pico correspondiente al producto de tgr=1,6
minutos; junto con el espectro correspondiente al reactivo de DPT (tg=2,2). Estos espectros
fueron registrados con el HPLC (ver capitulo 8). Estos resultados muestran claramente que
los productos no absorben a 340 nm; y por lo tanto no son de naturaleza pterinica. Estos

resultados concuerdan con la hipétesis planteada, anteriormente, para la reaccion del 0,
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con el heterociclo de DPT. Adicionalmente, en la figura 13.12b, se presenta la evolucion

del area del pico de tg=1,6 minutos con el tiempo de irradiacion.
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Figura 13.11: Cromatogramas correspondientes a las soluciones mezclas de DPT (|[DPT],=188 uM;
pD=10,4) y RB, en D,0, irradiadas cada 5 minutos (Agx=547nm). a) Longitud de onda de anilisis 230
nm. b) Longitud de onda de analisis 340 nm.
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Figura 13.12: a) Espectros de absorcién registrados sobre los picos con tg=1,6 y 2,2 minutos, de los
cromatogramas de la figura 13.11. b) Evolucion del drea del pico correspondiente tg 1,6 minutos del

cromatograma analizado a 230 nm (figura 13.11a).
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6-hidroximetilpterina (HPT). En este caso, las determinaciones de k, se realizaron en dos
solventes diferentes (D,O y en H,0). Para esto, se prepararon dos grupos de experimento:
el primer grupo de experimentos se realizé en DO, se prepararon soluciones mezcla de
HPT (990 uM; pD=10,5) y RB (A**" = 1,5). En el segundo grupo de experimentos se
prepararon soluciones en H,O de HPT (500 uM; pH=10,5) y RB (A**" = 1,5). Todas las
soluciones fueron irradiadas con Agx=547nm, a distintos tiempos.

En la figura 13.13a se muestra la dependencia de la concentracion de HPT con el
tiempo de irradiacion, y en la figura 13.13b se graficé f([HPT]) como una funcion del
tiempo de irradiacién (en D,O y en H,0). De la pendiente se calculé un valor de &' ' de
reaccion entre 'O, y la forma alcalina de HPT para cada solvente. En las condiciones de
trabajo experimental, se obtuvo en D,O un valor de (1,240,1)x10® M''s™ y en H,0, un
valor de (1,840,2)x10° M's. La diferencia entre estos dos valores, si bien pequefia
teniendo en cuenta los errores experimentales relativamente altos, podrian indicar un efecto
isotopico sobre el ataque del 'O, a HPT.

Este valor de erPT

es un orden de magnitud superior al observado para PT
((2,5£0,3)x10° M''s™"). Esto podria explicarse teniendo en cuenta que la presencia del
grupo -CH;OH- podria, por efecto inductivo, aumentar la densidad electronica del doble
anillo, con el consiguiente aumento de la reactividad del mismo frente al 'O,.

Teniendo en cuenta el valor de k"' medido en D,O ((3,120,4)x10° M's™)

erPT medido en D0, es

presentado en el capitulo anterior, puede apreciarse que el valor de
del mismo orden de magnitud que la constante de quenching fisico (quPT=(1,9iO,5)x106
M'sh. El valor de k4 observado para HPT es del mismo orden de magnitud que aquellos
encontrados para PT y MPT. Este hecho sugiere que, al contrario de lo que ocurre con el
valor de k,, el valor de k, es poco afectado por la presencia y naturaleza del sustituyente; al

menos para el caso de sustituyentes pequefios.
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Figura 13.13: Oxidacién fotosensibilizada de HPT, en soluciébn alcalina equilibrada con aire.
Sensibilizador: RB (Agx=547 nm). La concentraciéon de HPT se determiné por HPLC. a) Evolucion de
la concentracion de HPT con el tiempo de irradiacion. b) Se graficé f{{HPT]) como una funcién del
tiempo de irradiacién (ver ecuacion (20), capitulo 8). (®) Solucién de HPT (|[HPT],=990 uM; pD=10,5)
en D,0. (O) Solucién de HPT (JHPT],=500 uM; pH=10,5) en H,0.

El analisis espectrofotométrico, muestra, para HPT, un comportamiento similar al
observado para PT. En la figura 13.14a se muestra la evoluciéon de los espectros de
absorcion registrados en los experimentos realizados en D,0O. Los espectros DE muestran
que, a medida que aumenta el tiempo de irradiacion, aumenta la absorcion en la region del
espectro comprendida entre 400 y 460 nm (figura 13.14b). Esto indica la presencia de, al

menos, un producto capaz de absorber en esa region del espectro.
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Figura 13.14: a) Superior: Evolucién del espectro de absorcién de una solucién de HPT (|HPT],=990
pM; pD=10,5) y RB en D;O, al ser irradiada en presencia de O, (Aex=547nm). Los espectros fueron
tomados cada 5 minutos. Inferior: Los espectros DE (—) se obtuvieron restando el espectro de la
mezcla inicial a los respectivos espectros obtenidos después de la irradiacion. b) Idem a) en H,0. Las
flechas indican el sentido del cambio. Camino dptico de 1 cm para la irradiacién y de 0,1 cm para

registrar el espectro.

En la figura 13.15 se aprecia que el espectro DEN correspondiente al experimento
realizado en D,0 es similar, pero no idéntico al espectro DEN del experimento realizado
en H;O. En estas condiciones, el analisis de los cambios espectrales sugiere, al igual que la
pequeiia diferencia en los valores de & medidos en ambos solventes, que la naturaleza de
los procesos quimicos que ocurren en D,O podria tener alguna diferencia con la observada

en H,0.
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Figura 13.15: El espectro DEN (—) se obtuvo restando el espectro de HPT (990 uM; pD=10,5) inicial al

espectro obtenido después de 30 minutos de irradiacién en D,0; El espectro DEN ( ) se obtuve

restando el espectro de HPT (500 uM; pH=10,5) inicial al espectro obtenido después de 211 minutos de

irradiacién en H,0.

Analizando los cromatogramas de dichas soluciones (figura 13.16), se observa la

presencia de dos picos que poseen areas relativamente importantes. El pico con tr

alrededor de 2,8 minutos, corresponde al reactivo (HPT). El otro (P,), es un pico con tg

cercano a 1,8 minutos; muy ancho y deformado. Esto pareceria indicar la presencia de mas

de un producto con tg similares, que no han sido separados adecuadamente.
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Figura 13.16: Cromatogramas correspondientes a las mezclas HPT y RB, irradiadas cada 10 minutos

(Aex=547nm; longitud de onda de analisis: 340 nm; Solvente de corrida: 5% Acetonitrilo y 95% de

buffer fosfato).
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Con el objeto de analizar con mas detalle la naturaleza de los productos de la
reaccion entre el 'O, y HPT, se registraron los cromatogramas modificando las condiciones
de corrida; esta vez usando 100% buffer fosfato como solvente de corrida (figura 13.17).
En estas condiciones, el tx de HPT es igual a 6,7 minutos. Los picos con tg=2,6; 2,9 y 3,5
minutos pertenecen a productos que absorben tanto a 260 nm como a 340 nm. Con valores
de tg entre 1 y 2 minutos aparecen varios picos que corresponden a productos que no
presentan absorcion a 340 nm; lo cual sugiere que han sufrido una ruptura del doble anillo
pterinico. En la figura 13.18, se muestran los espectros de absorcion de cada pico de la
figura 13.17. Estos espectros fueron registrados con el HPLC (ver capitulo 8). Estos
resultados indican que los picos con tg=2,6; 2,9 y 3,5 minutos son los responsables del
aumento en la absorcion en la region del espectro comprendida entre 400 y 450nm,

observado en el andlisis de los espectros de absorcion (figura 13.14).
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Figura 13.17: Cromatogramas correspondientes a las soluciones mezclas de HPT (JHPT|,=990 uM;
pD=10,4) y RB irradiadas cada 10 minutos (Agx=547nm). Solvente de corrida: 100% de buffer fostato
a) Longitud de onda de anélisis: 230 nm. b) Longitud de onda de anilisis: 340 nm.
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Figura 13.18: Espectros de absorcién registrados sobre los picos con tg=1,6; 1,9; 2,6; 2,9 y 3,5 minutos,

de los cromatogramas de la figura 13.17.

Acido félico (AF). Para este compuesto, la determinacion de , se hizo tanto en D,O como
en H,O. En D,0 se prepararon soluciones de AF (100 pM; pD=10,5) y RB (A**" = 1,5),
mientras que en H,O se prepararon soluciones de AF (85 uM; pH=10,5) y RB (A**" = 1,5).
Todas las soluciones fueron irradiadas con Agx de 547nm, a distintos tiempos. En la figura
13.19a se muestra la evolucion de la concentracion de AF con el tiempo de irradiacion, en
los dos grupos de muestras (D,O y H,O). Las respectivas curvas f([AF]) en funcién del
tiempo de irradiacion se muestran en la figura 13.19b. Estos resultados arrojan valores de
kM de (2,8+0,3)x10° M's™ y (5,4+0,8)x10® M's™ en D,O y H,0, respectivamente. La
diferencia significativa entre estos dos valores sugiere la existencia de efectos 1sotopicos en
la o las reacciones que ocurren entre el '0, y el AF.

Si aparte, se compara el valor de k™" medido en D,O con el observado para PT
también en D,0 (k' = (2,5+0,3)x10° M's™"), puede apreciarse que el primero es un orden
de magnitud mayor respecto del segundo. Pueden plantearse dos hipétesis para justificar el
elevado valor de &*". Por un lado, la presencia del sustituyente podria, por efecto
inductivo, aumentar la densidad electréonica del doble anillo en relacion a PT, con el
consiguiente aumento de la reactividad del mismo frente al '0,. Por otro lado, como se
mencioné anteriormente, se ha propuesto que el 'O, reacciona con AF rompiendo y
oxidando la molécula para dar FPT®*") La existencia de esta reaccion, de naturaleza

completamente diferente a la reaccion de la especie reactiva con el doble anillo pterinico,
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podria justificar el aumento en la reactividad del AF frente al '0,. En esta seccion se

discutiran en detalle la validez de estas hipotesis.
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Figura 13.19: Oxidacién fotosensibilizada de AF en soluciéon alcalina, equilibrada con aire.
Sensibilizador: RB (Agx=547 nm). La concentracion de AF se determiné por HPLC. a) Evolucién de la
concentraciéon de AF con el tiempo de irradiacion. b) Se graficé f{{[AF]) en funcion del tiempo de
irradiacion (ver ecuacion (20), capitulo 8). (®) Soluciéon de AF (|AF],=100 uM; pD=10,4) en D,0. (O)
Solucion de AF (|[AF}|,=85 uM; pH=10,5) en H,0.

El analisis cualitativo de los espectros de absorcion de ambos grupos de soluciones
irradiadas, muestra un comportamiento parecido, pero no idéntico. La figura 13.20 muestra
los espectros de absorcion y los espectros DE. Se observa una disminucion en la intensidad
de las bandas de absorcion ubicadas en la region del espectro comprendida entre 200 y
380nm. Por otra parte, en la region del espectro comprendida entre 400 y 500nm, se
observa un incremento en la absorcion de la solucién en funcion del tiempo de irradiacion.

En la figura 13.21 se muestran los correspondientes espectros DEN.
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Figura 13.20: a) Superior: Evolucion del espectro de absorciéon de una solucion de AF (|AF|,=85 pM;
pD=10,5) y RB en D,0, con el tiempo de irradiacién (Agx=547nm). Inferior: los espectros DE (—) se
obtuvieron restando el espectro de la mezcla inicial a los respectivos espectros obtenidos después de
irradiar a distintos tiempos. b) Idem a) en H,0. Las flechas indican el sentido del cambio. Camino

optico de 1 cm para la irradiacidon y para registrar el espectro.
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Figura 13.21: El Espectro DEN (—) se obtuvo restando el espectro de AF (JAF|,=85 pM; pD=10,5)
inicial al espectro obtenido después de 20 minutos de irradiacion en D,0; El Espectro DEN () se
obtuvo restando el espectro de AF (|AF],=100 pM; pH=10,5) inicial al espectro obtenido después de
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