Capitulo 1

INTRODUCCION GENERAL Y OBJETIVOS

La luz tiene un pape fundamentd sobre los seres vivos. La enagia de la
radiacion ultravioleta y vishble dd sol da lugar a fendmenos que permiten la
continuidad de la vida terrestre y, muy probablemente, también fue protagonista
dd desarrollo y evolucion de la vida La mayor parte de las reservas de energia
dd mundo corresponde a la energia radiante de sol capturada y acumulada
mediante reacciones fotoquimicas. Para € desarrollo de la vida sobre la terra es
fundamentd, tanto en forma directa como indirecta, la influencia que tiene la luz
sobre la quimica El gemplo més obvio es d proceso de fotosintess que redizan
las plantas, quienes utilizan la luz solar para formar carbohidratos y oxigeno. Los
carbohidratos pueden s usados por las plantas mismas y por otras formas vivas
que no producen fotosintess Los animdes s dimentan de lo producido por los
vegetdes mediante la fotosintess. Cada molécula de oxigeno que respira un
animd y cada &omo de carbono presente en su cuerpo, pasd antes por un vegeta.
La vida, td como la conocemos, s mantiene gracias a la fotosintess, sn dla no
habria plantas ni animaes.

La absorcion de radiacion dectromagnética por una molécula conduce a la
excitacion de un dectron desde un estado cudnitico de menor energia a otro de
mayor energia Una molécula no puede permanecer en estado dectrénico excitado
durante mucho tiempo, porque Se encuentra en una Stuacion muy inedable
regpecto de su edado basd. Paa pedar d exceo de enegia Y,
consecuentemente, regresar a U estado basd puede tomar diversos caminos. Los
caminos a seguir, de acuerdo d resultado find, se pueden dividir en dos grupos
Procesos fotoquimicos o Procesos fotofisicos (Figura 1.1). S la molécula s
modifica 0 fragmenta habrd eegido d camino de la fotoquimica; de lo contrario,



S permanece quimicamente igud, encontrara dguna forma fisca de desexcitacion
y d camino degido sera fotofisco. Un proceso fotofisco involucra solamente

cambios en los estados cuanticos de las moléculas y no en su naturdeza quimica
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Figura 1.1: Esquema de los procesos fotoquimicosy fotofisicos.



Hay muchos caminos de desexcitacion fisica posbles, y € mas favorable
dependera de cada tipo de molécula y de la naurdeza dd estado eectronico
involucrado. Edtas vies de desexcitacion suden sar muy rdpidas y  pueden
clasficarse en las Siguientes categorias.

Trandciones radiativas: la molécula excitada emite  radiacion
eectromagnética para retornar d estado de menor energia. La cantidad de energia
emitida es menor (de mayor longitud de onda) que la utilizada para crear d estado
excitado.

Transiciones no radiativas: un estado previamente excitado se convierte
en otros Sn emison de energia por transferencia intramolecular de energia, Sn
emision.

Procesos de quenching: involucra la tranderencia de energia de la
molécula inicdamente excitada a otras moléculas que se encuentran en contacto
con laprimera, por colisones.

Cada uno de estos caminos de desexcitacion incluye diferentes procesos.
En la Fgua 12 = presenta un diagrama de Jablonski, que representa las
trangciones poshles de forma conveniente en un esquema smplificado de niveles
de energia, en d cud las transciones se representan con flechas Los nivees
vibracionaes asociados a cada estado se representan con lineas horizontales.

La mayoria de las moléculas organices presentan un estado eectronico
besd dnglete, representado por  smbolo S. La absorcidn de radiacion
dectromagnética promueve un dectron a un orbitd de mayor enegia S no
ocurre cambio de spin, d edado dectrénico excitado dcanzedo continua Sendo
un singlete, representado ahora por S;. S, por @ contrario, ocurre un cambio de
spin € estado e ectronico acanzado sera un triplete, representado por Ti

Estado singlete Estado singlete Edtedo triplete
Fundamentd (S) excitado (S) excitado (Ty)



En un proceso de excitacion eectrénica exise una preferencia sobre la
consarvacion dd soin, por dlo las bandas de absorcidon més intensas en un
espectro corresponden a trangciones dd tipo S ® S0 Por @ contrario, las
trandciones S ® T, edtan “prohibidas por spin”, 'y, aunque ocurren, Son

trangciones muy débiles.
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Figura 1.2: Diagrama de Jablonski. ( extraido de “Esentials of Molecular
Photochemistry” de Gilbert y Baggott, 1991).

Puede observarse en la Figura 1.2 que d estado excitado T posse menor
energia que @ edado excitado S; (debido a que dos dectrones desgpareados en
diferentes orbitdes conducen a una minima energia de repulsén edectron
electron).

A pesar de no edtar representados en d diagrama, existen estados excitados
de mayor enagia a los desriptos, tanto singletes como tripletes. Usudmente la
excitacion d primer edado excitado es d proceso més favorable, sn embargo,

muchas moléculas presentan trandcionessS® S.



El diagrama de Jablonski puede utilizaase para representar todas las
trangciones posibles que pueden ocurrir entre niveles de diferente energia de una
molécula. Usudmente se representan las trandciones que involucran absorcion o
emison de energia eectromagnética con flechas rectas, mientras que las
trangciones no radiativas con flechas onduladas.

Las trandciones radigivas son “trandciones verticales’ e involucran un
cambio en la energia totd de la molécula, debido a la absorcion o la emision de un
fotdn. Las trandciones no radigivas son  “trandciones horizontaes’ que
involucran conversones de un edado a otro, Sn cambio de enagia en la
molécula. Las conversones pueden ser entre edados de igud multiplicided,
denominendoe  conversion  interna (IC), o0 de didinta multiplicided,
denomingndoe  cruzamiento  intersistemas  (ISC). Las trangciones horizontaes
entre edados, por converson intemna o cruzamiento intersstemas, dgan a la
molécula con un exceso de enegia vibraciond. En solucion eta energia es
rgpidamente removida por colisones con moléculas dd solvente, en un proceso
denominado relgacion vibraciond (VR).

Los procesos de emison radiaivos son la fluorescencia y la
fosforescencia. En ambos fendmenos las moléculas que han absorbido radiacion
emiten luz. La emisén se denomina fluorescencia S la emison ocurre desde un
edado dectronico de igud multiplicided de spin que @ etado besd, Sendo asi
una transcion fuertemente permitida y por lo tanto muy rgpida Por otro lado, la
emison conocida como fosforescencia es una trangcion entre estados de diferente
multiplicided de soin, es dedr, una trandcion tedricamente prohibida Sin
embargo, la trandcidn puede ocurrir, pero generdmente es de menor intensdad y
ocurre més lentamente.

Las propiedades de la luz emitida de los estados excitados puede evauarse
experimentdmente para revelar detdles de la naurdeza y d comportamiento de
estas especiesreactivas.

También puede obtenerse informecion dd estudio de los procesos de
guenching. Cuando en € medio de reaccion se encuentra otra molécula capaz de
reeccionar con € estado excitado, gparece un nuevo camino de desactivacion que

compite con laemison:



M+imh———> M* excitacion
M¥ ———> M+ emision

M*+Q —> M+Q quenching

Edta nueva molécula se conoce usudmente como quencher o desactivador (Q). En
presencia de un quencher una cantidad de moléculas excitedas (M*) puede
interaccionar con éde, y desactivarse Sn emison de radiacion. Este fendmeno
involucra generdmente la trandferencia de energia de la molécula excitada a otra
molécula en una colison. Consecuentemente, la intenddad de la radiacion se
reduce en una cantidad dependiente de la concentracion dd quencher.
Adiciondmente la presencia dd quencher aumenta la velocidad dd decaimiento
de la emison. As medidas de la intensdad de la emison y su dependencia en €
tiempo proveen informacion de las velocidades de reaccion entre la molécula
exctada (M*) y € quencher (Q) [Gilbet y Baggott, 1991]. Los procesos de
guenching serén abordaos con mayor detdle en d Capitulo 6.

Importancia del estudio de la fotofisica de pterinas.

Un proceso fotoquimico es intrinsecamente un fendmeno de naturdeza
fidca, que involucra la @sorcion de un fotbn de luz por una molécula
produciendo estados dectronicamente excitados, de gran reactividad quimica. Por
elo, para conocer detdladamente una reaccidon fotoquimica, es esencid dedicar
dgin tiempo d oconocimiento de la molécula involucrada, de su  estructura
dectronica molecular y de su comportamiento cuando edd bgo influencia de
radiacion e ectromagnética

La fotobiologia edtudia las reecciones fotoquimicas que ocurren en
sdemas hiolégicos y sus consecuencias  fisologicass  Los  fendmenos
fotobiologicos se inician, en generd, por la absorcion de luz por determinada

molécula que actla a modo de antena. Edte primer acontecimiento conduce a un



canbio quimico inicid que digpara una serie de reacciones bioguimicas que
conducen a una rejpuesta fisologica cdular a la luz. Estos procesos, muches
veces, son complgos conjuntos de reecciones fotoquimices y térmicas que estén
induidos en la fisgologia normd de gran cantidad de organismos vivos Como
gemplos pueden mencionarse fendbmenos tan importantes como la fotosintess, la
captacion de luz por pate de drganos fotosensibles y los mecanismos de defensa
contra la radiacion ultravioleta proveniente de sol. Otras veces, los procesos
fotobiologicos son no deseados y goarecen involucrados en @ desarrollo de
paologias. Entre estos casos s encuentra la generacion de digtintos tipos de
canceres de pie y ciertas etgpas del curso de otras enfermedades de la piel taes
como las porfiriasy d vitiligo.

Por otra pate la fotoquimica de biomoléculas tiene muchas aplicaciones
en medicina La fototergpia, por gemplo, involucra una serie de técnicas en las
cudes = Utiliza la combinacion de luz y cietos compuestos para destruir cdulas
tumordes [Henderson y Dougherty,1992; Honigsmann & al]. También se han
desarrollado ciertos mé@odos para edterilizar fluidos que gprovechan la generacion
fotoquimica de especies dtamente tdxicas [Minnock e al, 1996; Miiler-Breitkreutz
e a, 1995]. Por Ultimo, exigen numerosas aplicaciones de la fotoquimica de
compuestos organicos de interés biologico en otras ramas de la ciencia tdes como
la quimica organicay las ciencias farmacéticas.

Bl edudio de la fiscoguimica y, en paticula, de la fotofisca y la
fotoquimica de biomoléculas es fundamentd para comprender en detdle los
procesos fotobiologicos, paa mgorar técnicas aplicadas ya exigentes y paa
descubrir compuestos con potenciaes aplicaciones.

En € presnte trabgo se edudiaan principdmente aspectos de la
fotofisca en solucidn acuosa de varios compuestos pertenecientes a la familia de
las pterines. Las pterinas son moléculas que han despertado interés en los Ultimos
ahos y sus propiedades fiscoquimicas no etén aln totadmente descriptas. En €
laboratorio donde se desardll6 € presente trabgo de tess se eda trabgando para
obtener informacion que permita caracterizar la fotoquimica y fotofiSca de eta
familia de compuestos.



Eda familia de compuestos organicos heerociclicos se  encuentra
ampliamente didribuida en los seres vivos, desempefiando diversas funciones que
se expondrén més addante. Ademés las pterinas absorben luz y sufren una serie
de tranformaciones fotogquimicas que han Sdo descriptas en la literatura [Thomas,
2001; Pfleiderer et al, 1960]. Més aln, como se detdlard en € Capitulo Sguiente, se
ha demostrado, en ciertos casos, ¥y se ha postulado, en otros, que estos compuestos
paticipan en procesos fotobioldgicos que ocurren tanto en baecterias como en
eucariotas. Es evidente que @ conocimiento de las propiedades fotofiscas de las
pterines permitird una megor comprensdn de las reacciones fotoquimicas y de los
procesos fotobiol 6gicos en |os que participan estos compuestos.

Adiciondmente, en € marco de eda tess s invesigaran las propiedades
fotosensbilizadores de las pterinas sobre @ &do desoxirribonucleico (ADN). El
&ido desoxirribonudeico no absorbe luz UV-A (320 a 400 nm) y, por lo tanto, no
sufre dteraciones fiscas 0 quimicas en presencia de luz de esa longitud de onda
Sin embargo, se han obsarvado reacciones quimicas ded &cido desoxirribonudeico
d s iradiado con luz de longitud de onda comprendida en e rango en

presencia de dgunas moléculas que s 1a absorben.

Objetivos.

El objetivo principd de este trabgo de tess es gportar informacion sobre
las propiedades fotofiscas y fotosenshilizadores de sais derivados pterinicos en
olucion acuosa d ser irradiados con luz de tipo UV-A (320 — 400 nm). Los sEs
compuestos  edudiados son los  dguientes  ptering  6-formilptering,
6-carboxiptering, biopterina, neopterina y &ido fdlico. Se mencionan a
continuacion objetivos particulares.

4 Estudio de la emision de fluorescencia. Edtudio de las propiedades de los
edados excitados a patir de la delerminacion y andiss de los espectros de
emisén y excitacion. Deeminacion de los rendimientos cuanticos de
fluorescencia y de los tiempos de vida de fluorescencia Andiss de la influencia

del pH sobre la emisidn fluorescente.



+# Estudio de procesos de quenching de fluorescencia. Evaduacion dd efecto de
aniones lre la emison de las pteinas. Determinacion de condantes de
guenching. Estudio del efecto dd pH sobre estos fendmenos.

/4 Produccién de oxigeno singlete por estos compuestos. Investigacion de la
cgpcidad de las pterines para generar oxigeno singlete a partir de procesos de
trandferencia de energia Determinacion de rendimientos cuanticos de produccion
de oxigeno snglete. Efecto dd pH.

+# Estudio de las propiedades fotosensibilizadoras sobre biomoléculas simples.
Investigacion de la capacidad de la pterina para degradar nucledtidos mediante
procesos  fotosenshilizados. Efecto dd oxigeno y d pH. Edudio de los
mecanismosimplicados

# Estudio de procesos de fotosensibilizacion del acido desoxirribonucleico.
Investigecion de la capacidad de la pterina para dafliar moléculas de &cido
deoxirribonudeico  plasmidico mediante  procesos  fotosenghilizados. Egtudio  de
tipo de dteraciones sufridas por € &cido desoxirribonucleico.



