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PREFACIO

La radiaciéon UV es la porcién més energética del espectro solar que alcanza la superficie
terrestre. Este tipo de radiacién y, en mucha menor proporcién, la luz visible, son capaces
de modificar la estructura quimica de ciertas macromoléculas y metabolitos presentes en
los tejidos. En particular, los cambios quimicos sufridos por las proteinas y por el ADN
producen graves consecuencias a nivel celular. Dichos efectos van desde disfunciones en
el metabolismo celular hasta la muerte, pasando por la generacién de mutaciones en la
secuencia de bases del ADN. La formacién de mutaciones puede conducir a la prolifera-
cién sin control de la célula con la consiguiente generacién de un proceso neoplésico en
el tejido que la contiene.

Existen dos grupos de mecanismos mediante los cuales la radiaciéon electromagnética
modifica o dafia al ADN. Los procesos directos se inician con la absorcién de fotones por
las bases nitrogenadas que son los croméforos del ADN. Estos procesos ocurren normal-
mente con una frecuencia muy baja porque el tipo de radiacién que absorben las bases
nitrogenadas es filtrada en su mayor parte por la atmosfera y sélo llega a la superficie de
la Tierra una porcién muy pequefa. El otro grupo de procesos fotoquimicos que dafian
al ADN vy otras macromoléculas son indirectos. En los mismos, un segundo compuesto,
denominado fotosensibilizador o simplemente sensibilizador, absorbe la radiacién y gene-
ra estados electronicamente excitados, los cuales desencadenan reacciones que involucran
al ADN y otros componentes celulares. La radiacién de tipo UV-A (320-400 nm) y visi-
ble no es filtrada por la atmdsfera y puede, por consiguiente, ser absorbida por diversos
fotosensibilizadores, por lo cual la proteccién de la capa de ozono no evita este tipo de
reacciones.

A partir del descubrimiento, relativamente reciente, de estos procesos fotosensibiliza-
dos, se inici6 la busqueda y estudio de compuestos que pudieran actuar como fotosen-
sibilizadores. La investigacion en este campo persigue varios objetivos. Por un lado, la
identificaciéon de sensibilizadores permite evitar la exposicién a los mismos. Por otro la-
do, se pretende entender mejor los mecanismos implicados en la generacién de procesos
neopldsicos provocados por la radiacién solar. Por dltimo, se han desarrollado diversas
aplicaciones basadas en el uso de fotosensibilizadores, como sistemas de esterilizacion
y técnicas de terapia fotodindmica. En la actualidad se sabe que varios grupos de com-
puestos heterociclicos naturales se comportan como fotosensibilizadores, entre los que se
encuentran las pterinas.

Las pterinas son una amplia familia de compuestos con estructuras quimicas, propieda-
des fisicoquimicas y funciones biolégicas muy variadas. En particular las pterinas oxida-
das son fotosensibilizadores eficientes, capaces de actuar a través de diferentes mecanis-
mos como son la produccion de especies reactivas de oxigeno y procesos de transferencia
electrénica. Se ha demostrado que pterina, el compuesto modelo no sustituido de esta
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familia, es capaz de modificar a través de procesos fotosensibilizados ADN, nucléotidos,
proteinas, péptidos y aminodcidos.

Las pterinas mdas importantes desde el punto de vista biolégico son las tetrahidropteri-
nas que no son fotoquimicamente activas, mientras que las oxidadas no estan presentes en
los mamiferos en condiciones fisioldgicas. Sin embargo, se acumulan en la piel de los seres
humanos que sufren de vitiligo, una enfermedad cutanea que cursa con una interrupcién
en la sintesis de melanina, causando manchas blancas en la piel. En esta enfermedad la
proteccién de la piel contra la radiacion UV falla debido justamente a la falta de mela-
nina. Por lo tanto, la fotoquimica y las propiedades fotosensibilizadoras de las pterinas
adquieren particular interés para la comprensién del mecanismo de esta enfermedad.

OBJETIVOS

El principal objetivo de este trabajo de tesis es dilucidar los mecanismos implicados en
la oxidacién fotoinducida de los componentes del ADN por pterinas oxidadas en solucién
acuosa, bajo irradiacion UV-A. Para ello se trabaj6 con derivados pterinicos presentes en
piel de pacientes con vitiligo, biopterina (Bip), 6-formilpterina (Fop) y 6-carboxipterina
(Cap), y con pterina (Ptr) como fotosensibilizador modelo. Como sustratos se emplearon
dos nucleétidos ptricos, 2’-desoxiadenosina 5"-monofosfato (dAMP) y 2’-desoxiguanosina
5’-monofosfato (AGMP), y uno pirimidinico, 2’-desoxitimidina 5’-monofosfato (dTMP).

A continuacién se mencionan los objetivos especificos que han dirigido el desarrollo de
la tesis.

= Investigar si las pterinas que se acumulan en piel en condiciones patolégicas son ca-
paces de actuar como fotosensibilizadores endégenos, produciendo modificaciones
quimicas en nucle6tidos puricos.

» Dilucidar un mecanismo general para los procesos fotosensibilizados de nucle6tidos

puricos inducidos por pterinas oxidadas en solucién acuosa.

= Investigar si los nucleétidos pirimidinicos pueden sufrir reacciones fotosensibiliza-

das por pterinas y, en caso afirmativo, dilucidar los mecanismos involucrados.

= Identificar los productos de las reacciones de fotosensibilizadas y su distribucién

bajo distintas condiciones experimentales.

» Caracterizar las propiedades fotofisicas y fotosensibilizadoras de las dihidropteri-
nas.

ESTRUCTURA Y DISENO DEL TRABAJO DE TESIS

El presente trabajo de Tesis doctoral se divide en tres partes principales, cada una de

las cuales estd subdividida en capitulos. Y dos partes mas que corresponden a las conclu-
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siones generales y la bibliografia. A continuacién se presentard un breve resumen sobre
el contenido de cada una de las partes principales.

PARTE I: INTRODUCCION. En los primeros capitulos se desarrollan brevemente algunos
aspectos basicos de fotoquimica, se explican los distintos mecanismos por los cuales
se producen las reacciones fotosensibilizadas y se resumen los efectos nocivos de la
radiacion solar sobre el ADN y sus componentes. Posteriormente, se desarrolla un
breve resumen de la nomenclatura basica y propiedades fisicoquimicas de los com-
puestos estudiados, ademds de una sintesis de la participaciéon de las pterinas en
los sistemas bioldgicos en condiciones fisiolégicas y patolégicas. Para finalizar esta
seccion, se resume la informacién accesible en literatura acerca del comportamiento
fotoquimico y fotofisico de las pterinas en general y de los derivados estudiados en
este trabajo, en particular, enfatizando los antecedentes en procesos fotosensibiliza-
dos.

PARTE II: MATERIALES Y METODOS EXPERIMENTALES. En esta parte, se detalla la me-
todologia de trabajo y las técnicas experimentales utilizadas.

PARTE III: RESULTADOS. Corresponde a la presentacion, andlisis y discusion de los re-
sultados experimentales obtenidos. Se presentan los resultados correspondientes a
la caracterizacién fotofisica de los estados electrénicamente excitados tripletes de
pterinas oxidadas en solucién acuosa (Capitulo 8). Luego se presentan los estudios
de fotooxidacion inducidos por pterinas de interés biomédico (Bip, Fop y Cap) so-
bre los nucleétidos ptiricos, dAMP (Capitulo 9) y dGMP (Capitulo 10). En estos
dos capitulos se evalta la capacidad de los mencionados derivados pterinicos como
fotosensibilizadores y se analizan los mecanismos de reaccién involucrados. Inves-
tigando, en particular, procesos mediados por oxigeno singlete y de transferencia
electrénica. Posteriormente, se expone un estudio cinético en busca de un modelo
general para el mecanismo de fotosensibilizacion de dGMP inducido por pterinas
oxidadas. Se identifican productos de reacciéon fotosensibilizada y su distribucién en
diferentes condiciones experimentales (Capitulo 11). Luego se aborda el estudio del
proceso de degradacion de dTMP fotosensibilizado por Ptr, incluyendo el anélisis
de productos de reaccién y los mecanismos implicados en el proceso (Capitulos 12
y 13). Finalmente, se presentan experimentos de fotosensibilizacion utilizando un
dihidroderivado como sensibilizador. Con el fin de interpretar los resultados obteni-
dos se complement6 el estudio con la caracterizacién de las propiedades fotofisicas
de una serie de dihidroderivados (Capitulo 14).
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INTRODUCCION A LA FOTOQUIMICA Y FOTOSENSIBILIZACION

Cuando una molécula absorbe radiacién electromagnética se produce la excitacién des-
de un estado cudntico de menor energia a otro de mayor energia. En este estado electré-
nico excitado, la molécula se encuentra en una situacién muy inestable respecto de su
estado basal, motivo por el cual puede perder el exceso de energia de diferentes modos.
Si la molécula sufre una transformacién quimica, entonces se denomina proceso fotoqui-
mico. En cambio, si permanece quimicamente inalterada y se desactiva mediante alguna
forma fisica, el proceso es fotofisico.

En fotoquimica existen dos leyes fundamentales. La primera ley fue formulada por
solo la luz absorbida por una molécula puede producir

“

Grotthuss y Draper y establece que:
cambio fotoquimico en la misma”. Se enfatiza luz absorbida, es decir, que la luz que simple-
mente pasa por el sistema no produce cambio alguno. La evolucién de la teoria cuantica
llevo a Stark y Einstein a complementar esta ley, originando la segunda ley de la fotoqui-
mica: “si una especie absorbe radiacién, por cada cuanto de energia absorbido se excita solamente
una molécula”. Esto indica que un solo fotén es responsable del cambio fotoquimico o

fotofisico en una molécula.

1.1 PROCESOS FOTOFISICOS
1.1.1  Procesos de desactivacion unimolecular

Existen muchos caminos de relajacion fisica posibles y el més favorable dependera del
tipo de molécula, de la naturaleza de los estados electrénicos involucrados y de las propie-
dades del medio. Estas vias de desactivacion suelen ser muy rapidas y pueden clasificarse

de la siguiente manera:

» Transiciones radiativas, en las cuales la molécula excitada emite radiacién electro-
magnética para regresar al estado de menor energfa. Esta energia emitida es menor

que la utilizada para generar el estado excitado.

» Transiciones no radiativas, en las cuales un estado previamente excitado se convierte
en otro de menor energia, sin emisién de radiacién, por transferencia intramolecular

de energia.

= Procesos de desactivacion fisica que involucran la transferencia de energia de la
molécula inicialmente excitada a otras moléculas que se encuentran presentes en el

medio.
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Figura 1: Diagrama de Jablonski modificado

Cada una de estas vias de desactivacion fisica puede involucrar, a su vez, distintos proce-
sos. En la Figura 1 se muestra un diagrama de Jablonski modificado donde se representan
las transiciones radiativas y no radiativas que puede sufrir una molécula. En este esquema
simplificado de niveles de energia, las transiciones radiativas se representan con flechas
de linea recta y las transiciones no radiativas con flechas de lineas onduladas. Los niveles
vibro-rotacionales asociados a cada estado electrénico se representan con lineas horizon-
tales.

Tipicamente, las moléculas organicas se encuentran en un estado electrénico basal de
tipo singlete (Sp). Cuando se produce la absorcién de radiacién electromagnética se pro-
mueve un electrén a un orbital de mayor energia. Si no hay cambio en la multiplicidad de
spin, el estado electrénico excitado alcanzado contintia siendo singlete (S1). En cambio, si
ocurre un cambio en la multiplicidad de spin el estado electrénico alcanzado sera de tipo
triplete (T7). Este dltimo estado posee menor energia que el estado excitado S;. Cuando
se produce un proceso de excitaciéon electrénica siempre existe una preferencia sobre la
conservacion del spin, motivo por el cual las bandas de absorcién mds intensas en un es-
pectro corresponden a transiciones del tipo So S1. En cambio, las transiciones Sy T
estan “prohibidas por spin”, es decir, que tienen una probabilidad de ocurrencia extre-
madamente baja, lo que deriva en transiciones muy débiles. Usualmente, la excitaciéon al
primer estado excitado (S1) es el proceso més favorable. Sin embargo, muchas molécu-
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las pueden absorber radiacion a un segundo estado excitado singlete de mayor energia
presentando transiciones Sop  S».

Como se observa en el diagrama de Jablonski, las transiciones no radiativas pueden ocu-
rrir entre estados de igual multiplicidad o entre estados de distinta multiplicidad. A los
primeros se los denomina procesos de conversién interna (IC) (internal convertion) y a los
altimos, cruce intersistema (ISC) (intersystem crossing). Las transiciones horizontales entre
estados, por IC o ISC, dejan a la molécula con un exceso de energfa vibro-rotacional. En
solucion esta energia es rapidamente removida por colisiones con moléculas del solvente,
en un proceso denominado relajacion vibracional (VR).

Los procesos radiativos que pueden ocurrir se denominan fluorescencia y fosforescen-
cia. En ambos casos, la emision de la radiacién sucede a longitudes de onda mayores que
la radiacién absorbida inicialmente. Esta pérdida de energia, fenémeno conocido como
corrimiento o desplazamiento de Stokes, se debe a una serie de fenémenos fisicoquimicos
como: disipacién de energia vibracional, redistribucién de electrones en moléculas del sol-
vente, tautomerizacion, reorientacion de las moléculas de solvente e interacciones entre
la molécula absorbente y las moléculas del solvente [2]. Si la transicién ocurre desde un
estado electrénico de igual multiplicidad de spin que el estado final, la emisién se deno-
mina fluorescencia. La misma es una transicion fuertemente permitida y muy rdpida. La
fosforescencia, en cambio, es una transicién que involucra estados de diferente multipli-
cidad de spin, es decir, una transicién prohibida en términos de la teoria de la mecénica-
cudntica. No obstante, esta puede ocurrir y, generalmente, es de menor intensidad y mas
lenta que la fluorescencia. Pueden evaluarse experimentalmente las propiedades de la ra-
diacién emitida para conocer detalles de la naturaleza y el comportamiento de los estados
excitados.

Sobre la base de las dos leyes fundamentales de la fotoquimica puede definirse el tér-
mino rendimiento cudntico ( ). El rendimiento cudntico de un proceso fotofisico, como la
fluorescencia ( r), puede expresarse, para un determinado compuesto, en términos del
namero de moléculas que fluorescen respecto de cada fotén absorbido (ecuacién 1).

N moléculas fluorescentes

F N cuantos absorbidos (1)
Ir
F a (2)

Como el niimero de fotones absorbidos por una muestra es proporcional a la intensidad
de la radiacién absorbida (I4), y el nimero de fotones emitidos por la misma es propor-
cional a la intensidad de radiacién fluorescente (Ir), r puede definirse con la ecuacién
2.

1.1.2  Procesos de desactivacion bimolecular

Cuando se encuentra presente en el sistema o medio de reaccién otra especie quimica

capaz de interactuar con el estado excitado de la molécula que absorbié la radiacién elec-
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tromagnética existe otra via de relajacién del estado excitado. Esta consiste en el quenching
o desactivacién fisica por otra molécula.. Esta segunda molécula se conoce, usualmente,
como desactivador o quencher. De esta manera, una molécula excitada puede interaccionar
con el desactivador dando lugar a la relajacién sin emisién de radiacién. En este proceso
estd involucrada la transferencia de energia de la molécula excitada a la otra molécula
en una colisién. De esta manera, la intensidad de la radiacién se reduce en una cantidad
dependiente de la concentracién del desactivador y de la eficiencia del proceso de desac-
tivacion. Ademéds, la presencia del desactivador disminuye el tiempo de vida del estado
excitado ( ). Por lo tanto, medidas de la intensidad de la emisién y su dependencia en el
tiempo proveen informacién acerca de las velocidades de desactivacién entre la molécula
excitada y el desactivador [3].

En la ecuacién 3 se representa la desactivacion dindmica o por colisiones de una molé-
cula “A” en un estado excitado (A ) por una molécula desactivadora en el estado funda-
mental (Q), junto con la ecuacién de velocidad de dicho proceso (ecuacién 4), donde k,; es
la constante bimolecular de desactivacion fisica .

A Q (3)

v kA Q 4)

Una gran variedad de sustancias pueden actuar como desactivadores de un determi-
nado compuesto. El ejemplo més representativo de desactivaciéon por colisiéon estd dado
por el O; molecular. Esta es una de las razones por las cuales es necesario eliminar el
O, disuelto de las muestras sobre las que se desea medir tiempos de vida de estados
excitados, rendimiento cudntico de produccién de estados excitados, etc. Otros ejemplos
son las aminas alifdticas y aromaticas, xenén, peréxido de hidrégeno, acrilamida, anién
bromato, anién yoduro, etc. Debido a la gran variedad de moléculas desactivadoras, se
debe identificar aquéllas de interés para cada fluoréforo en particular.

Dado un proceso de desactivacién dindmica, puede calcularse la constante de velocidad
del proceso de desactivacién analizando espectros de emision del compuesto estudiado
en presencia y ausencia de desactivador para ello se utiliza la ecuacién de Stern-Volmer

(5),

P
% 1 Ky Q 1 k°Q (5)
emi
donde I, e L son las intensidades de emisiéon en ausencia y presencia del desactivador,
respectivamente, Ksy es la constante de Stern-Volmer, Q es la concentracién del desac-

tivador y °

es el tiempo de vida de la especie excitada en ausencia de desactivador. En
general, en los experimentos de desactivacion se suele agregar el superindice “0” para di-
ferenciarlo de los en presencia del desactivador. Bajo irradiacion continua, esta ecuacién
se puede deducir planteando la hipéteisis de estado estacionario para la especie excitada

en presencia de un desactivador [2]. La molécula desactivadora puede ser cualquiera, pero
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debe permanecer quimicamente invariable para que la disminucién de la concentracion
del estado excitado, y por consiguiente, de la emisién se deba a una tnica interaccion

entre la molécula emisora y ella.

0

El rendimiento cuédntico de emisién en ausencia de desactivador ( ,,;

) estd dado por la
ecuacion 6.

0 kgmz kgmz (6)
emi kO kz kemi

emi

El rendimiento cuantico de emisién en presencia del desactivador ( ;) esta dada por la

ecuacion 7

K K
Ry ki kg QK Ky Q 7

emi

donde k.,,; , definida como el coeficiente de velocidad de emisién espontédnea, es igual
a la suma de las constantes de velocidad que contribuyen al decaimiento de A (ke

K.; ki), excepto k,. Debe observarse que ,; disminuye en una cantidad proporcional
0

omi €N ausencia de

a la concentracion del desactivador. Se obtiene el valor maximo de

desactivador. La relacion 5./ ... estd dada por la ecuacion 8.

0 0 .

emi kemi keml kq Q kq Q
0

emi Kemi kemi Kemi

(8)

Esta ecuacién indica que la relacién de los ., es linealmente dependiente de la concen-
tracion del desactivador, siendo la ordenada al origen igual a 1. Esta relaciéon se denomina
relacion de Stern-Volmer.

La determinacién de ,,; requiere del conocimiento de la intensidad de luz absorbi-
da. Sin embargo, si se realizan medidas, por ejemplo, de intensidad de fluorescencia en
funcién de la concentracion del desactivador, bajo idénticas condiciones de geometria de
irradiacion, concentracién de molécula fluorescente, intensidad de excitacion, longitud de
onda ( ) y sensibilidad de detector, entonces la luz absorbida es idéntica para cada medi-
da. Bajo dichas condiciones, la relacién o/ .. es igual a la relacién de intensidades de
emision. Reemplazando en la ecuacién 8, se obtiene la expresiéon dada por la ecuacion 9.

% 1 k‘? Q

Iemi kemi

)

Asi una grafica de u/1.,; en funcion de Q deberia ser lineal, e interceptar en la unidad
al eje “y”. La pendiente de dicha gréfica es Ksy, y es igual a k;/kepi Ok,.

El anélisis de las graficas de Stern-Volmer permite obtener informacién muy importante.
Por ejemplo, la determinacién de Ksy es un método indirecto para obtener el valor de ° si
se conoce kg, 0 por el contrario, puede determinarse k; si se conocen los . 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 gréafica de Stern-Volmer no es lineal puede supo-

nerse la presencia de dos poblaciones distintas de fluoréforos (entre otros mecanismos).
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Es importante remarcar que una gréfica de Stern-Volmer lineal no asegura que el proceso
de desactivacion estudiado sea de tipo dindmico. Como se explicara a continuacion, un
proceso de desactivacién de tipo estatico también genera un comportamiento lineal en
las graficas de Stern-Volmer. Debido a ello, se debe recurrir a otras medidas, que serdn
expuestas mds adelante, para distinguir entre ambos procesos.

Se puede deducir rapidamente que, si la desactivacién es de tipo dindmico el cociente
de los tiempos de vida en ausencia y presencia de desactivador ( / ) es igual al cociente

de los correspondientes rendimientos cudnticos de emisién ( i/ emi O Tomi/ Lo )-

0 0 0
emi kemi (10)
emi kgml (1 1)
0 0 0
emi kemi (1 2)
, kO
emi emi

Por consiguiente, se puede utilizar la ecuacién 13 para describir la dependencia de los
y/6 Ly con la concentraciéon de desactivador para evaluar el comportamiento de cual-
quier especie excitada.

0 IO‘
— 1 kg %Q (13)

Iemi
1.2 PROCESOS FOTOQUIMICOS

Cuando una molécula absorbe radiacién electromagnética, la misma queda en un es-
tado de mayor energia que aumenta las posibilidades de reaccién respecto de la misma
molécula en estado basal [4]. Este exceso de energia puede emplearse para promover una
reaccién quimica, se habla entonces de una reacciéon fotoquimica. Esto ocurre por distintos
mecanismos: la energia puede ser utilizada para romper una unién quimica, para superar
una energia de activacion, etc. Queda claro que la reactividad quimica de una molécula
en un estado excitado puede ser muy diferente a la reactividad quimica de esa misma
molécula en su estado electrénico fundamental.

Segtn el tipo de transformacién quimica las reacciones fotoquimicas pueden clasificarse
en (Figura 2 ):

1. Reacciones de disociacion: la energia de la radiaciéon debe ser suficiente para produ-

cir la ruptura de un enlace, dando lugar a la fragmentacion de la molécula excitada.

2. Procesos intramoleculares: en un estado excitado una parte de una molécula inter-
acciona con otra parte de la misma molécula. Estos procesos conducen a cambios
estructurales de la molécula y/o procesos de isomerizacion.
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A+B Disociacion

BA Isomerizacion
AB h—\'} AB AB +¢ Ionizacion
E™ AE+B o AEB Reaccion directa
AB"+E" 6 AB+E"

Tranferencia electronica

Figura 2: Vias de desactivacién quimica del estado excitado de una molécula "AB" en presencia de
otra molécula "E".

3. Procesos de ionizacién: la energia de la radiacién produce la separacién de un elec-
trén y, por lo tanto, la ionizacién de la molécula excitada. La molécula ionizada
posteriormente sufre una transformacién quimica, por ejemplo, por reaccién con
otra molécula.

4. Reacciones o procesos intermoleculares: la excitacién de una molécula favorece la
reaccién con una segunda molécula "E". Pueden ser reacciones directas entre la mo-
lécula excitada y E, o procesos de transferencia electrénica entre ambas moléculas

generando especies radicales.

1.3 FOTOSENSIBILIZACION

La fotosensibilizacién abarca un conjunto especial de procesos fotoquimicos en los cua-
les, una especie quimica sufre una alteracién fotoquimica o fotofisica como resultado de la
absorcién inicial de radiacién electromagnética por otra especie quimica que se denomina
fotosensibilizador fotosensibilizador (Sens) o, simplemente, sensibilizador [5, 6]. Si bien
ésta es una definicién amplia, y existen otras mas acotadas, es también la mas aceptada
en el campo de la fotoquimica aplicada a reacciones de compuestos organicos y procesos
bioquimicos. Segiin el mecanismo, los procesos fotosensibilizados pueden ocurrir a través

de transferencia de energia o transferencia electrénica.

1.3.1 Transferencia de energia

La fotosensibilizacién por transferencia de energia es un proceso en el cual una espe-
cie quimica electrénicamente excitada (“dador”) se desactiva transfiriendo energia a una
segunda especie quimica (“aceptor”). Como consecuencia, esa energia produce en el acep-
tor una transicién electrénica poblando estados excitados (generalmente los de mas baja
energia, 51 o Ty ) que luego conduce a algin fenémeno quimico o fisico. En la Figura 3
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A+ Desactivacion no radiativa o emision
A+Sens — o Sens+ A’

Q™>A+Q Desactivacion fisica bimolecular
Productos Reaccion Fotosensibilizada

Figura 3¢ Procesc fotosensibilizado que ocurre a través de mecanismos de transferencia de energfa.

se presenta la secuencia de reacciones involucradas en este mecanismo. Primero, el sen-
sibilizador (Sens) obtiene la energia de excitacién a partir de la absorcién de un fotén
generando un estado excitado (Sens*). Luego, la energia se transfiere al aceptor (A) para
generar A en un estado electrénicamente excitado (A¥), y la molécula Sens* regresa al
estado basal. Esta energia transferida es menor a la absorbida inicialmente debido a la
relajacién o pérdida de energia vibro-rotacional. Posteriormente, A* puede volver a su
estado fundamental desactivindose a través de cualquiera de las vias fotofisicas descrip-
tas en la Seccién 1.1 o sufrir alguno de los cambios quimicos presentados en la Seccién
1.2. La transferencia de energia genera la excitacién de la especie que no absorbe la ra-
diacién electromagnética, lo cual puede traducirse en cambios quimicos sufridos por el
aceptor que no ocurririan en ausencia de radiacién y del sensibilizador. Por otro lado, esta
via alternativa de excitacién puede poblar estados excitados distintos a los obtenidos por
absorcién directa y, por lo tanto, puede dar lugar a distintas reacciones quimicas [7].

La transferencia de energia puede ocurrir, a su vez, a través de dos mecanismo distintos

[8]:

m Transferencia de energia radiativa: la energia se transfiere por desactivacién radiati-

va de Sens™ y absorci6n de la radiacién emitida por A [6].

» Transferencia de energia no radiativa: requiere una interaccién directa entre Sens™ y

A

La transferencia de energia triplete-triplete es el tipo mas frecuente y mas importante en
fotoquimica organica. La misma es utilizada comtinmente para generar estados excitados
tripletes de moléculas con bajos rendimientos cudnticos de produccién de este tipo de
estados excitados. Es decir, existen compuestos que no pueden generar estados tripletes
por absorcién directa de radiacién pero que, sin embargo, pueden generarlos aceptando
energia de un fotosensibilizador excitado. La eficiencia del proceso de transferencia de
energia depende de las configuraciones de spin y de la energia relativa de los estados
excitados del dador y del aceptor. Otro caso importante de transferencia de energia es la
excitacién fotosensibilizada del O para genera oxigeno singlete (0a), especie muy reac-

tiva que participa en la generacién de estrés oxidativo en sistemas biol6gicos (subseccién

1.4.2).
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1.3.2 Transferencia electrénica

En el estado excitado, las moléculas sufren cambios en sus propiedades fisicoquimicas
respecto al estado basal, en particular su acidez y potencial redox. Cuando una especie
quimica se oxida o reduce, por reaccién con otra especie electrénicamente excitada, se dice
que la transferencia electrénica es fotosensibilizada. Esta transferencia electrénica consiste
en una reaccién en la cual un electrén es cedido (o aceptado) por una molécula excitada
hacia (o desde) un aceptor en su estado fundamental, de acuerdo con los respectivos
potenciales redox de los dos estados involucrados. Este proceso se puede dar por una
transferencia electrénica propiamente dicha, generando el radical anién y catién de las
distintas especies (reacciones 14 y 15), 0 por una abstracciéon de un dtomo de hidrégeno
generando radicales neutros (reacciones 16 y 17).

Sens A Sens A (14)
Sens A Sens A (15)
Sens A SensH A H (16)
Sens A Sens H AH (17)

Los radicales formados pueden posteriormente sufrir diferentes reacciones que depen-
deran de sus propiedades, de la presencia de otros compuestos en el medio y de diversas
condiciones experimentales, como son la temperatura, el pH y las caracteristicas del sol-
vente.

1.4 OXIDACIONES FOTOSENSIBILIZADAS

Las fotooxidaciones son un conjunto de procesos fotoinducidos de gran importancia en
sistemas biolégicos. Si, ademas, la fotooxidacién ocurre en una molécula como resultado
de la absorcién de radiacién por otra (sensibilizador), el proceso es una oxidaciéon foto-
sensibilizada. Estos procesos ocurren a través de un conjunto de mecanismos que pueden
involucrar tanto fenémenos de transferencia de energia como electrénica. El oxigeno que
participa en las oxidaciones puede estar en su estado triplete basal o en un estado excitado
singlete [9]. La clasificacién mas aceptada de los mecanismos de las oxidaciones fotosensi-
bilizadas es, muy probablemente, la propuesta por Foote [10] (Figura 4 ). El primer paso,
como en todo proceso fotosensibilizado, implica la absorcién de la radiacién por Sens
generando, de esta manera, Sens , el cual puede ser singlete o triplete. El sensibilizador
electrénicamente excitado puede reaccionar con el sustrato o el solvente (mecanismos Tipo

I) o con el O, (mecanismos Tipo II).

11
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Productos Productos
oxigenados Sens oxigenados
A A
hvy
" ' L]
Radicales o Tipol Tipo 11
. . - Sens™ - 10
iones radicales Sustrato o o 2
solvente 2

Figura 4: Oxidaciones fotosensibilizadas de Tipo Iy Tipo IL
1.4.1  Mecanismos Tipo |

En los mecanismos Tipo [, el sensibilizador en estado excitado reacciona con el sustrato
o el solvente a través de un proceso de transferencia electrénica. En los sistemas biolégi-
cos los sensibilizadores, en general, actian como aceptores de electrones, mientras que los
sustratos, como los nucleétidos y aminoacidos por ejemplo, tienden a ceder un electrén
formdndose los correspondientes radical anién y radical catién (reaccién 15). Dependien-
do del pH del medio y de las correspondientes constantes de disociacién acida, el radical
catibn puede perder un protén para formar el radical neutro (reacciones 18). El radical
anién, por su parte, suele reaccionar con el O disuelto produciendo el anién superdxi-
do (O37) (reaccién 20), el cual, posteriormente, puede reaccionar con el sustrato o con su
radical neutro para formar productos oxigenados (A (y)) (reacciones 21 y 23), o puede des-
proporcionarse a H;O; (reaccién 22), quien, a su vez, puede participar en otras reacciones
de oxidacién. Por Gltimo, el radical neutro puede reaccionar con el O; (reaccién 24) o bien
con agua, si la reaccién se lleva a cabo en medio acuoso (reaccién 25), para dar productos

ox.igemdos.

Sens* + A —s Sens*~ + A*F (18)
At — A(-H)"+ HY (19)

Sens*” + 02 — Sens + 05~ (20)
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A 0O, A o, (21)
20, 2H H0, O (22)
A H O, Ao, (23)
A H HO A,, (24)
A H 0 A, (25)

1.4.2 Mecanismos Tipo 11

Los mecanismos Tipo II involucran la produccién de 'O, por procesos de transferencia
de energia. El O, en estado basal triplete interacciona con el estado triplete excitado del

sensibilizador dando lugar a la desactivacién de Sens y la formacién de 10, (reaccién 27).

Luego, esta tltima especie, altamente reactiva, oxida al sustrato (A) generando productos
oxigenados (A ,, ) (reacciéon 28). Sin embargo, también puede existir una transferencia
electronica desde el sensibilizador hacia el O;, formando el radical Sens y O, . Esta
especie reactiva puede, posteriormente, oxidar al sustrato (reacciones 29 y 30). Si bien en
este mecanismo la oxidacion del sustrato se produce por reaccién con O, , al igual que
en las reacciones 21 y 23 de los mecanismos Tipo I, el mismo entra en la categoria de
mecanismos de Tipo II, de acuerdo a la clasificaciéon de Foote (Figura 4), debido a que el

sensibilizador excitado reacciona directamente con el O,.

Sens " 1Sens °C 3Sens (26)
3Sens Oy Sens ! Oy (27)
A 10, A o (28)
3Sens O Sens 0, (29)

A O, Ao, (30)
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EFECTO DE LA RADIACION UV SOBRE EL ADN Y SUS
COMPONENTES

Este capitulo pretende exponer brevemente algunos fenémenos o procesos desencade-
nados por la radiacién que, potencialmente, tienen lugar en los sistemas vivos. En este
sentido, en primer lugar se describirdn las caracteristicas, en términos energéticos, de la
radiacién solar que incide sobre la superficie terrestre, haciendo hincapié en la radiacién
UV-visible. A continuacién, se describira la composicién quimica de una de las biomolé-
culas de mayor relevancia en los sistemas biolégicos (el acido desoxiribonucléico (ADN)
y sus componentes monoméricos, los nucleétidos). Por dltimo, se describirdn las princi-
pales reacciones, y los mecanismos en los que participan estas biomoléculas cuando son
expuestas a la radiacion UV.

2.1 RADIACION SOLAR QUE ALCANZA LA SUPERFICIE TERRESTRE

La radiacién electromagnética emitida por el sol abarca radiaciones que van desde los
rayos gama (< 10 pm) hasta las ondas de radiofrecuencia (> 10 km) [11]. Sin embargo, sélo
una porcién de la radiacion emitida por este cuerpo celeste alcanza la superficie terrestre.
Este fenémeno se debe a la presencia de moléculas, que se interponen entre el sol y la
Tierra, capaces de absorber parte de esta radiacién.

La radiacién solar se distribuye de manera no homogénea sobre la superficie de la Tie-
rra, dependiendo de numerosos factores, tales como: la época del afio (posicién respecto
al sol), composiciéon de la atmoésfera (aerosoles, ozono, nubosidad), la posicién geogréfica
(latitud, longitud y altura sobre el nivel del mar) y del tipo de suelo (nieve, arena, césped,
asfalto), entre otros. Por lo tanto, la radiacion solar que llega a la superficie terrestre varia
en cada punto del planeta. En la Figura 5 se muestra como ejemplo una gréfica de la
irradiancia solar espectral registrada al mediodia en la ciudad de La Plata, Buenos Aires.
Del total de la energia solar que alcanza la superficie terrestre, menos del 15 % pertenece
a radiacion ultravioleta (UV) (200-400 nm), un 60 % a la radiacién visible (400-700 nm) y
el 25 % remanente a radiacion infrarroja.

Ciertamente, la radiacion UV no representa el tipo mayoritario de radiacién solar in-
cidente sobre la superficie terrestre. Sin embargo, por ser la radiacién mas energética es,
potencialmente, la més nociva para los diferentes sistemas bioldgicos. La radiacién UV se

divide en tres regiones.

= Regién UV-C: comprende las longitudes de onda que van desde los 200 nm hasta
alrededor de 280 nm. Esta regioén del espectro solar es absorbida, principalmente,
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Figura 5: Irradiancia solar espectral en funcién de la longitud de onda. Medicion para el dia 8 de
octubre con cielo despejado en la cuidad de La Plata, Argentina.

por el ozono (O,) presente en la atmésfera y por lo tanto no alcanza la superficie

terrestre [12].

= Regién UV-B: se extiende, aproximadamente, desde los 280 nm hasta alrededor de
los 320 nm. Ciertamente, una porcién importante de esta zona del espectro no alcan-
za la superficie de la Tierra por ser absorbida parcialmente por O,. La longitud de
onda mads corta detectable a nivel del mar es aproximadamente 29o nm. Sin embargo,
ese punto de corte es altamente dependiente de la concentracion de O, atmosférico y
una disminucién de la capa del mismo permite el ingreso de radiacion de longitudes

de onda mas cortas al ambiente terrestre.

= Region UV-A: abarca la zona del espectro electromagnético comprendida entre los
320 nm y los 400 nm. Como puede apreciarse en la Figura 5, la radiaciéon UV-A
constituye la mayor parte de la radiacién solar UV que alcanza la superficie terrestre,
ademas atraviesa més facilmente nubes.

2.2 ACIDO DESOXIRRIBONUCLEICO Y SUS COMPONENTES

Los nucleétidos, son un grupo de compuestos heterociclicos presentes en todos los siste-
mas biolégicos y son esenciales para la vida. Por un lado, representan la estructura quimi-
ca/molecular a través de la cual se almacena la informacién genética de los sistemas vivos,
dado que son los constituyentes primarios del acido desoxirribonucleico (ADN). Asimis-
mo, participan de diversas funciones en el metabolismo celular: son moléculas ricas en
energia que dirigen los procesos metabdlicos de las células, acttian como sefiales quimicas

y son componentes estructurales de ciertas enzimas e intermediarios metabdélicos.
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Base nitrogenada

Fosfato Azucar

Figura é: Estructura quimica de un desoxirribonucleétido.

2.2.1  Estructura quimica

Los nucleétidos son moléculas organicas formadas por la unién covalente de una base
nitrogenada, un monosacarido de cinco carbonos y uno o mas grupos fosfatos (Figura 6
). Los nucleétidos se clasifican segiin el tipo de monosacérido en dos grandes grupos: los
ribonucleétidos, en los cuales el azicar es la ribosa, y los desoxirribonucledtidos, donde
el azicar es la 2'-desoxirribosa. El prefijo desoxi significa que este aziicar carece de un
dtomo de oxigeno, en la posicién 2', respecto de la ribosa.

La base nitrogenada de los desoxirribonucleétidos puede ser una purina o una pirimi-
dina. Las estructuras quimicas de estos compuestos, junto con sus nomenclaturas abre-
viadas, pueden apreciarse en la columna (a) de la Tabla 1 . En un desoxirribonucleétido
el dtomo de carbono ubicado en la posicién 1° de la desoxirribosa se enlaza con el N(1)
de las pirimidinas o con el Nig) de las purinas, formando un enlace N-glicosidico . El
signo prima (') se usa para diferenciar posiciones sobre el aziicar de posiciones sobre las
bases. Una base unida a la desoxirribosa es un nucleésido (Tabla 1 (b)), mientras que al
derivado éster fosférico de un nucledsido se lo denomina nucleétido. La posicién mas
frecuente de la unién éster en los nucledtidos naturales es el grupo hidroxilo del Cigy del
azicar. Este compuesto se denomina nucleésido 5'-fosfato o 5-nucleétido. En la Tabla 1
(c) se muestran las estructuras quimicas de los nucleétidos presentes en el ADN, junto a
su nomenclatura.

Los nucleétidos 5'-monofosfato (ANMP) son especies quimicas que, en medio acuoso,
poseen diversos grupos ionizables ubicados tanto en el grupo fosfato, como asi también
en la base nitrogenada. Por consiguiente, en este tipo de solventes, la carga neta de estas
moléculas dependera del valor de pH del medio. El primer protén que se pierde en los
dNMP es el correspondiente al grupo fosfato unido al azucar, la pérdida de este protén
ocurre a un valor de pH < 1 para nucleétidos prricos y a pH < 2 para nucleétidos piri-
midinicos. Por lo tanto, este equilibrio no es importante a pH fisiolégico. Nétese que los

nucleétidos con guanina como base, presentan un equilibrio acido-base que involucra al
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() (b) (c)
BASE 2"-Desoxi dN-5"-monofosfato
NITROGENADA NUCLEOSIDO NUCLEGTIDO
NH,
N X
<]
NH SN
Adenina 2-Desoxiadenosina  2-Desoxiadenocsina-5'-monofosfato
(Ade) (dAdo) (dAMP)
o
0 0 <f;'fi“j‘”
0 8
// NH {’uﬁ HO—P—0—7 o N |;Fﬁl\rle2
WL, o TR
NH N “NH, r IV
Guanina 2'-Desoxiguanosina  2'-Desoxiguanosina-s-monofosfato
(Gua) (dGuo) (dGMP)
NH,
NH,,
)
ST DS
NH ~O On
Citosina 2-Desoxicitidina 2-Desoxicitidina-5'-monofosfato
(Cy) (dCyd) (dCMP)
O
9]
0 L
H3C H N 8]
| NH
NH&O o
Timina 2'-Desoxitimidina 2'-Desox itimidina- 5-monofosfato
(Thy) (dThd) (dTMPF)

Tabla 1: Estructura quimica de los componentes del ADN.
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pK =629

Figura 7: Equilibrios 4cido-base que presenta la molécula de dGMP en solucién acuosa, en el
intervalo de pH comprendido entre o y 14.

atomo de nitrégeno ubicado en la posiciéon 7 (N 7 ), lo cual implica la protonacién de la
purina; mientras que el correspondiente a N ; consiste en una deprotonacién con la con-
siguiente generacion de una carga negativa neta localizada en el 4&tomo de oxigeno unido
al C 4 . Estos equilibrios se muestran para 2’-desoxiguanosina 5-monofosfato (dGMP) en
la Figura 7 . En el caso de AMP sélo se produce la protonacion, pero en este caso en N ;

de la base, a diferencia de lo que ocurre en la guanina. Por su parte, lo nucle6tidos pirimi-
dinicos pierden un protén de la base nitrogenada en el N 5, a pH alcalino en el caso de
timina. La pérdida del segundo protén del grupo fosfato que ocurre a valores de pH > 9.
Por ultimo, la deprotonacién del aziicar de los nucleésidos se da a pH > 12, por lo tanto

esta reaccion tampoco es relevante a pH fisiolégico.

2.2.2  Espectros de absorcion

En la Figura 8 se muestran los espectros de absorcion registrados para los cuatro nucleé-
tidos (dGMP, 2’-desoxiadenosina 5-monofosfato (dAMP), 2’-desoxicitosina 5-monofosfato
(dCMP) y 2’-desoxitimidina 5"-monofosfato (dTMP)) en solucién acuosa. Como es l6gico,
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Figura 8: Espectros de absorciéon de nucleétidos en solucién acuosa a pH= 7. Para dGMP los es-
pectros se registraron en dos condiciones de pH (i.e., 5,5 y 10,5).
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los equilibrios dcido-base que involucran al grupo fosfato no afectan a los espectros. Sin
embargo, si se ioniza la porcién cromofdrica de la molécula (base nitrogenada), el espectro
del nucleétido cambia considerablemente. El tinico nucleétido que presenta cambios en
los espectros de absorcién en un rango de pH utilizado cercano a valores fisiol6gicos, es
dGMP. En la Figura 8 (a) se aprecia que el espectro de absorciéon de la forma aniénica de
dGMP es marcadamente diferente al de la correspondiente forma acida. Por otra parte,
los tres nucledtidos restantes no presentan dependencia alguna del espectro de absorcién
con el pH, dentro del rango de pH entre 5 y 10, dado que solo presentan equilibrios
acido-base que involucran la protonacién o desprotonacién del grupo fosfato.

2.2.3  Acido desoxirribonucleico

El ADN es un polimero de desoxirribonucleétidos. Esta macromolécula contiene toda la
informacién genética de los seres vivos. La estructura de todas las proteinas de una célula
es producto de la informacién contenida en la secuencia de nucleétidos del ADN [13].
Cada molécula de ADN se divide en porciones, los genes, que contienen la informacién
para cada proteina. El ADN esta formado por cuatro nucleétidos. La estructura del ADN
fue propuesta por Watson y Crick en 1953 [14], sobre la base de datos de difracciéon de
rayos X obtenidos por Wilkins y Franklin. Esta macromolécula estd compuesta por dos
cadenas helicoidales de nucleétidos con giro a la derecha que forman una doble hélice
alrededor de un eje central. Los nucleétidos sucesivos estdn unidos covalentemente por
uniones fosfatos. El grupo hidroxilo en 5" de un nucleétido estd unido al grupo hidroxilo
en 3’ del siguiente nucleétido por un enlace fosfodiester. Asi, los esqueletos covalentes
de los 4cidos nucleicos consisten en unidades alternativas de grupos fosfatos y residuos
de pentosa, mientras que las bases son grupos laterales unidos al esqueleto en intervalos
regulares (Figura 9 ). Ambas cadenas se unen entre si por puentes de hidrégeno que se
establecen entre pares de bases. Las bases se unen entre si de una sola forma: guanina
se une con citosina, mientras que adenina lo hace con timina. Estas uniones comparten
a razén de tres y dos puentes de hidrégeno, respectivamente. La cadena lineal de ADN
tiene una polaridad especifica, por lo tanto pueden definirse los extremos 5" y 3’. Esta
numeracion estd referida a la ribosa; en el extremo 5" de la secuencia de nucleétidos hay
un grupo fosfato libre unido al C 5 de la ribosa, mientras que en el extremo 3" de la
secuencia hay un grupo OH unido al C ; de la ribosa.

2.3 CAUSAS Y CONSECUENCIAS DEL DANO AL ADN POR RADIACION
2.3.1 Implicancias biolégicas
La radiacién electromagnética, a través de diversos mecanismos que se explicardn en

las siguientes secciones, produce modificaciones quimicas en la molécula de ADN; las
cuales, a su vez, pueden generar una serie de alteraciones a nivel celular [15]. Si el dafio
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Figura 9: Representaciéon de la estructura quimica del ADN.

en el material genético de una célula es importante, y no puede ser revertido por los
mecanismos de reparacién celular, dicha célula indefectiblemente morird. En términos
generales, la muerte celular puede producirse a través de dos mecanismos: apoptosis
o necrosis. La apoptosis es un mecanismo de muerte celular programado que evita el
derrame del contenido de la célula y, por lo tanto, no dafia el entorno. Por otro lado, la
necrosis es la muerte patolégica de una célula o tejido. Si el dafio en el material genético es
menor al necesario para provocar la muerte, las consecuencias para la célula dependeran
del tipo y magnitud de las lesiones.

Antes de que una célula se divida, su material genético debe duplicarse. Si el ADN que
se utilizard como molde posee alguna base modificada quimicamente (por ejemplo, por
exposicién a radiaciéon UV) es posible que durante la replicacion del ADN se genere una
mutacién, a pesar de los multiples sistemas de reparaciéon que poseen las células. Una
mutacién es un cambio permanente en la secuencia de bases. Las mutaciones pueden ir
desde la sustitucién de un par de bases por otro (mutacién por sustitucién), a la adicién
o la eliminacién de uno o mds pares de bases (mutaciones de insercién o delecién). Las
mutaciones pueden tener un efecto insignificante en la funcién de un gen (silenciosas),
conferir alguna ventaja a la célula o ser nocivas. Las mutaciones favorables que confieren
alguna ventaja a la célula en la que tienen lugar son raras, pero la frecuencia es suficiente
para conferir la variacién necesaria hacia la seleccién natural y, por lo tanto, la evolucion.
No obstante, la mayoria de las mutaciones son desfavorables para las células [13].

La radiacién UV produce mutaciones y a consecuencia de las mismas genera procesos
neoplasicos en mamiferos. La carcinogénesis por radiacion UV a menudo involucra la
inactivacion de un gen supresor de tumores (por ejemplo, el gen p53) o la sobreexpresion
de protooncogenes (entre ellos, el gen ras). La funcién de la proteina p53 es proteger a la
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célula del estrés producido por la irradiaciéon UV u otros factores, o producir la apoptosis
cuando el dafio sobre el ADN es severo. Por otro lado, se han detectado formas mutantes
de los oncogenes ras y en el gen p53, tanto en canceres de piel en humanos, en zonas
expuestas a radiacion solar, como en canceres inducidos por UV-B en ratones [16].

Por otro lado, los mecanismos de reparacioén de lesiones en el ADN son més eficientes
frente a lesiones originadas por radiaciéon UV-B que UV-A [17]. En respuesta a la exposi-
cién solar, la piel por un lado se pigmenta (se broncea), y por otro incrementa su espesor.
Estos mecanismos le confieren cierta protecciéon a la piel frente a nuevas exposiciones a
la radiacién UV [18]. Es por ello que personas de piel muy clara, que no se broncean
apreciablemente, tienen mayor riesgo de desarrollar un cancer de piel. En el ser humano,
los efectos biolégicos provocados por la exposicién solar estdn determinados por la natu-
raleza fisica de los fotones solares incidentes y la estructura quimica de los croméforos
presentes en la piel [19].

2.3.2  Mecanismos de dafio al ADN por radiacién electromagnética

Se han realizado numerosos estudios sobre la dependencia de diversos efectos deriva-
dos del dafio al ADN en funcién de la longitud de onda ( ) de la radiacién incidente. Por
ejemplo, algunos estudios con animales de laboratorio muestran que la luz UV-B es mads
efectiva en producir cancer de piel que la UV-A [20]. Sin embargo, numerosos estudios
han demostrado en las tltimas décadas que la radiaciéon UV-A también es mutagénica y
carcinogénica [21].

En estudios realizados por Coohill y colaboradores se determinaron los espectro de
accion, es decir, curvas de diferentes respuestas celulares inducidas por la radiacién inci-
dente en funcién de , para evaluar el efecto producido por las distintas sobre el ADN,
se analiz6 la capacidad de inducir mutaciones, producir muerte celular, producir cortes
en el ADN y también entrecruzamiento (o crosslinking) de ADN con proteinas en células
humanas P3. Alli se determiné que el espectro de accién para induccién de mutacién y
tumorogénesis no coincide con el espectro de ADN en la regiéon UV-A (Figura 10 ). Este
hecho se observé en otros estudios similares realizados sobre otros sistemas biol6gicos
[20].

La radiacion absorbida por las bases nitrogenadas del ADN (hasta 320 nm aproxima-
damente) (Seccion 2.2.2) produce la respuesta maxima comparada con otras , tanto para
letalidad, mutagenicidad y crosslinking, como para la ruptura del ADN (Figura 10). Mds
aun, los maximos de los espectros de accién se corresponden bastante bien con el méxi-
mo del espectro absorciéon del ADN. Por consiguiente, el efecto de la radiacion UV-B y
UV-C se explica facilmente teniendo en cuenta que el ADN absorbe este tipo de radiacién
y, consecuentemente, sufre fot6lisis directa. Sin embargo, mayores a 320 nm (radiacién
UV-A y visible) produjeron las mismas respuestas, aunque con menor eficiencia. Incluso,
tanto para mutagenicidad como para ruptura del ADN se observan méximos secundarios

en la regiéon UV-A.
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Figura 10: Espectros de accién donde se monitorea letalidad, mutagenicidad y otros efectos de la
radiacion sobre células. Con fines comparativos todos los espectros se normalizaron a
254 nm y se agrego el espectro de absorcién del ADN (figura extraida de la referencia).

Por consiguiente, del andlisis de estos experimentos se deduce que existen dos tipos
de mecanismos por los cuales el ADN puede ser dafiado. Por un lado, la absorcién de
radiacién por las bases genera estados excitados que vuelven reactiva a la molécula de
ADN, lo que produce su modificacién o alteracién quimica. A este tipo de proceso se lo
denomina genéricamente dafio directo. Por otro lado, la absorciéon de la radiacién inciden-
te por parte de otro cromoéforo generard especies quimicas que reaccionan con el ADN
modificindolo. En este caso se estd en presencia de un proceso fotosensibilizado (Seccién
1.3) y se habla de dafio indirecto al ADN.

2.3.3 Daiio directo al ADN

Los estados excitados generados por absorciéon directa de radiacién producen distintos
tipos de reacciones, siendo las mds comunes las que involucran a bases pirimidinicas. Las
bases ptricas también sufren reacciones fotoquimicas cuando absorben radiacién aunque
en menor medida [15]. Los dos tipos de fotoproductos principales que se generan por
irradiaciéon UV-B del ADN, son los denominados, dimeros ciclobutil pirimidinas y los
aductos pirimidina(6,4)pirimidona o, simplemente, 6,4-fotoaductos.

Los dimeros ciclobutil pirimidinas constituyen los fotoproductos mas abundantes. Se
forman por cicloadicion [2+2] del doble enlace C(5)-C(6) de bases de pirimidina adyacen-
tes (Figura 11 ). Pueden encontrase dimeros T<>T, C<>T, T<>C y C<>C. Si la radiaciéon

incidente es de tipo UV-C, el dafio puede revertirse por un proceso de monomerizacion,
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Figura 12: Formacién y fotoisomerizacién del fotoproducto (6,4) de la timina.

debido a que los dimeros absorben radiacién en esa regién del espectro electromagnético.
Sin embargo, pueden sufrir también procesos de deaminacién, generando asi un nuevo
producto. Se cree que la formacién de dimeros ciclobutil pirimidinas ocurre por fotoexci-
tacién de una pirimidina a un estado singlete, seguido de entrecruzamiento intersistema
y de la posterior reaccién de ese ftriplete con una segunda molécula adyacente en estado
fundamental [22].

En contraste, la formacién de aductos pirimidina(6,4)pirimidona involucra reacciones
de estados singletes excitados. Son la segunda clase de fotoproductos de pirimidinas mas
abundantes. Este proceso, a diferencia del anterior, no es reversible. Estos fotoproductos
provienen de una cicloadicién [2+2] entre el doble enlace del C(5)-C(6) de la pirimidina
5 terminal y del grupo carbonilo C(4) de la timina 3" terminal. Asi se genera un oxetano
inestable (Figura 12 ). 5i la base 3 es una citosina, se genera un intermediario azetidi-
na a través de una ciclo adicién de la funcién 4-imino de la dltima base pirimidina. El
oxetano o la azetidina pueden reconvertirse espontineamente dando lugar al aducto pi-
rimidina(6,4)pirimidona. Dado que estos aductos absorben aproximadamente a 320 nm,
por irradiacién UV-B, fotoisomerizan generando un Isémero de valencia Dewar (Figura
12) [15].

Las bases piricas por absorcién de radiacién UV-B también pueden generar dimeros,
entre ellos, dimeros de adenina [23] v aductos adenina-timina [24]. Por otro lado, la oxi
dacién de guanina por exposicién de ADN aislado a UV-B o UV-C también es posible
[25].

Las células tienen dos mecanismos principales para defenderse de los dimeros que se

producen en el ADN. Uno de ellos consiste en la accién de un elaborado conjunto de
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enzimas que efecttian la denominada "reparacién por corte de nucleétido". Estas enzimas
cortan la cadena dafiada en la zona donde se encuentran los dimeros de pirimidina, re-
mueven los nucle6tidos y vuelven a sintetizar una cadena nueva. El otro mecanismo se
denomina fotorreactivacién [26], el cual es realizado por un tipo de enzimas denomina-
das fotoliasas. Se conocen dos clases de fotoliasas, unas reparan dimeros de pirimidina
mientras que otras reparan los fotoproductos (6,4). Las fotoliasas son activadas por la luz
azul (350-450 nm) que es absorbida por sus cromoéforos. Estas enzimas contienen dos cro-
moforos, uno de los cuales es siempre flavina adenina dinucleétido (FAD) y el otro puede
ser un derivado pterinico (meteniltetrahidrofolato o MTHF) o una deazarriboflavina [26].

2.4 DANO AL ADN MEDIANTE PROCESOS FOTOSENSIBILIZADOS

Como se discutié anteriormente, la radiacién no sélo modifica al ADN generando es-
tados excitados de sus bases por absorciéon directa, sino también a través de procesos
fotosensibilizados. Debido a que esta tesis trata sobre fotosensibilizacién, a los los proce-
sos de este tipo que afectan al ADN se les dedicara esta seccion y se describirdn con cierto
detalle. Los procesos implicados son variados y muchas veces un sensibilizador actta si-
multdneamente a través de varios mecanismos. Pueden distinguirse tres grandes grupos

de mecanismos que se describirdn a continuacién.

2.4.1 Transferencia de energia de un sensibilizador al ADN

La radiacién UV-A induce la formaciéon de dimeros ciclobutil pirimidina en ADN, aun-
que con menor eficiencia que la UV-B y por un mecanismo diferente. La fotoexcitacién
UV-A de un fotosensibilizador apropiado (por ejemplo, benzofenona) [27] puede formar
estados excitados capaces de participar en reacciones de transferencia de energia triplete-
triplete con ciertas bases del ADN, produciendo dimeros de ciclobutil pirimidina. Para
que este proceso de transferencia de energia tenga lugar, el fotosensibilizador debe estar
localizado suficientemente préoximo al ADN. En distintos experimentos realizados con
bacterias y células eucariotas (particularmente en células de piel) [19], bajo irradiacién
UV-A, y sin el agregado de fotosensibilizadores exégenos se encontré que los dimeros ci-
clobutil pirimidina son los productos predominantes del dafio fotoinducido por radiacién
UV-A [17]. Sin embargo, en experimentos realizados con levaduras se encontré que el
mecanismo de transferencia de energia no es el mayoritario. Por el contrario, se encontré
una mayor proporciéon de productos de fotooxidacién (ver mds adelante). Estos resulta-
dos indican que el tipo de célula y su entorno juegan un rol muy importante en el tipo de

proceso fotoinducido que afecta al ADN.
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2.4.2  Oxidaciones fotosensibilizadas Tipo I

Las bases son los sustratos preferenciales dentro del ADN para este tipo de reaccio-
nes (Seccion 1.4). Entre ellas, la guanina, la cual posee el menor potencial de ionizacién
[28, 29] es la mds reactiva comparada a adenina, timina y citosina [15]. El radical ca-
tion 2’-desoxiguanosina (dGuo ) generado en el ADN en presencia de un sensibilizador
que actta mediante un mecanismo Tipo I, puede provenir de la abstraccién inicial de un
electrén de un residuo de guanina o a través de una transferencia de huecos (hole trans-
fer) desde otra base relativamente lejana. La transferencia de huecos ocurre a través del
ADN de doble cadena, principalmente desde cationes radicales adenina hacia la guanina
(Reacciones 31, 32 y 33 ) [30, 31][32]. Por lo tanto, la cantidad de radical cation dGuo
producido es mayor que el generado por transferencia de un electrén al sensibilizador y
muchisimo mayor a los generados en otras bases.

Sens " Sens (31)
5 G 3 5 G 3
Sens 3 5 Sens 3 5 (32)
5 GGG A 3 5 GGG A 3
Sens 3 5 Sens 5

5 GGG A 3 5 GGG A 3 )
3 5 3 5 33

El radical catiéon dGuo  una vez formado puede sufrir hidratacién o deprotonacién

(Figura 13 ). La hidratacion del radical cation dGuo , da lugar al radical 8-hidroxi-
7,8-dihidro-2"-desoxiguanil. Este radical puede participar de dos reacciones competitivas,
ser reducido a 2,6-diamino-4-hidroxi-5-formamidopirimidina (FapydGuo) u oxidado (por
O,) dando lugar a la formacién de 8-oxo-7,8-dihidro 2’-desoxiguanosina (8-oxodGuo).
Por otro lado, si el radical cation dGuo  pierde un protén, genera un radical neutro
dGuo H . Esta reacciéon ocurre rdpidamente en soluciones acuosas neutras (con una
constante de velocidad de 2 10°s ') dado que el pK, del radical catién guanina libre
G , generado a partir de dGuo o de dGMP, es 3,9 [33]. La reactividad entre dGuo H
y el O, es muy baja (k 1M 1s 1), y los productos de reacciéon atin no han sido ca-
racterizados [34]. Mientras que la reactividad entre dGuo H yel O, es mucho mayor
(k 1,3 10°M s 1, generando como productos 2,2- diamino-5-[2-desoxi- -D-eritro-
pentofuranosil)amino]-5(2zH)-oxazolona (oxazolona, dZ) a partir de la hidrélisis de su
precursor 2-amino-5-[2-desoxi- -D-eritro-pentofuranosil)amino]-4H-imidazol-4-ona (imi-
dazolona, dIz) [35][36]. Se cree que la baja reactividad de dGuo H ¢on el O, se debe a
su estructura altamente resonante [37].

Cuando se provoca la ionizacién de Gua a través de un mecanismo Tipo I, la distri-
bucién de productos varia de acuerdo al sustrato utilizado (base libre o fragmento de
ADN doble cadena). Cuando se irradia la base libre o fragmentos de ADN de cadena
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Figura 13: Productos de degradacién de 2"-desoxiguanesina en ADN mediante mecanismo Tipo L

simple, la produccién de 8-oxodGuo es minoritaria [38]. Debido al pK; del catién radi-
cal guanina, a pH neutro, la via predominante es la deprotonacién y en consecuencia no
se detecta 8-oxodGuo. Por otro lado, en el ADN doble cadena, la hidratacién del catién
radical guanina es el proceso predominante, ya que se ve estabilizado por apilamiento y
apareamiento de bases, generando mayoritariamente 8-oxodGuo y en menor proporcién
FapydGuo.

La 8-oxodGuo es un marcador bioquimico de estrés oxidativo que puede ser generado
por distintos agentes, incluyendo peroxinitrito, radical OH* y 10,. Es un agente genot6-
xico y si no es reparado conduce a mutaciones [39]. La 8-oxodGuo tiene un potencial de
oxidacién menor que dGuo (aproximadamente 0,5 eV menor) [40] y por lo tanto, es sus-
ceptible de sufrir fotooxidaciones Tipo I, generando diversos productos de los cuales el
principal a pH < 7 es la guanidinodihidantoina. (Figura 14 ).

La adenina a pesar de tener un potencial de ionizacién mayor que la guanina, tam-
bién puede ser oxidada a través de un mecanismo Tipo I (Figura 15 ). El radical catién
2'-desoxiadenosina (dAdo**) es preferentemente deprotonado en el grupo amino exo-
ciclico generando, en soluciones acuosas aireadas, el radical neutro 2’-desoxiadenosina
(dAdo (—H)") [41]. Aunque, en menor medida, la hidratacién del radical catién dAdo**
también ocurre, produciendo el radical 8-hidroxi-7,8-dihidro 2"-desoxiadenosil. Este ra-
dical es precursor de 4,6-diamino-5-formamidopirimidina (FapydAdo) bajo condiciones
reductoras y de 8-oxo-7,8-dihidro 2'-desoxiadenosina (8-oxodAdo) en presencia de (2

[15, 42].
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En el caso de las bases pirimidicas, las cuales son mucho menos susceptibles a la oxida-
cién que las piricas, el principal camino de descomposicién del radical catién pirimidina
es la hidratacién en posicién C(6), tanto para timina como para citosina. Sin embargo, la
deprotonacién también es posible generando el radical neutro dThd (—H)", que en reac-
ciones posteriores genera dos productos de oxidacién, 5-(hidroximetil)-2'-desoxiuridina
(HMdUrd) y 5-formil-2"-desoxiuridina (FordUrd) (Figura 16 ) [15, 42].

2.4.3 Oxidaciones fotosensibilizadas Tipo 11

Como se explicé en la Seccién 1.4, en las reacciones de fotooxidacién Tipo II hay una
interaccién directa entre el sensibilizador en el estado excitado y el oxigeno, que por trans-
ferencia de energia genera 10,, o bien por transferencia electrénica puede generar 0377,
siendo la via del 105 la mas importante en sistemas biol6gicos. La guanina es el tinico com-
ponente del ADN que reacciona significativamente con 105 (a pH neutro) [43]. 5e cree que
la oxidacién de guanina por 10, involucra la formacién de un endoperéxido inestable co-
mo resultado de una cicloadicién [4+42] Diels Alder [44]. En un principio se considers a
los dos diastémeros (4R* y 45%) de 4-hidroxi-8-oxo-4,8-dihidro 2'-desoxiguanosina (4-OH-
8-ox0o-dGuo) como los productos estables de descomposicién de los endoperéxidos[45].
Posteriormente, se demostrd que esos diastémeros se reordenan para dar nucleésidos de
espiroiminodihidantoina (Sp) [46]. Sin embargo, esos productos no fueron detectados en
la reaccién del 10> con el ADN doble cadena. En esta reaccién se encontré 8-oxodGuo
como producto mayoritario. La formacién de 8-oxodGuo se deberia a un reordenamien-
to del 4,8-endoperéxido en 8-hidroperoxil-2’-desoxiguanosina, seguido de una reduccién
(Figura 17 ).

En la Figura 18 se muestran los Principales prc-ductoﬁ de oxidacién de la 8-oxodGuo
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Figura 18 Productos de degradacién de 8-oxodGuo mediante mecanismo Tipo IL

mediante un mecanismo Tipo IL. La 8-oxodGuo tiene una constante de reaccién con 10,
respecto a dGuo dos 6rdenes de magnitud mayor [47]. Por lo tanto, es un excelente sus-
trato tanto para reacciones de fotooxidacién Tipo Il dando como producto dihidroguani-
dinodihidantoina [48].

31






PROPIEDADES QUIMICAS Y BIOQUIMICAS DE PTERINAS

Las pteridinas son una familia de compuestos orgénicos heterociclicos presentes en la
naturaleza que se encuentran en muy pequefias cantidades en los seres vivos, desempe-
fiando en los mamiferos diversas funciones esenciales. Los primeros trabajos cientificos
relacionados con las pteridinas, se llevaron a cabo en el afio 1889. En estos trabajos, se
manifiestan los primeros intentos por aislar algunos pigmentos de diferentes clases de
mariposas [49, 50, 51]. Mds tarde, se elucid¢ la estructura molecular de estos pigmentos,
plantedndolos como derivados del heterociclo pirazina [2,3-d] pirimidina [52, 53] al que,

posteriormente, se lo denominé pteridina [54].

3.1 ESTRUCTURA QUfMICA

Desde el punto de vista estructural, las pteridinas son moléculas que poseen un do-
ble anillo de diez dtomos, cuatro de los cuales son atomos de nitrégeno. Por tal motivo,
pueden definirse como tetra-azo-naftalenos. En la Figura 19 se observa la estructura he-
terociclica comun a todas las pteridinas con la correspondiente numeracién. El anillo I
corresponde a la estructura de la pirimidina, mientras que el anillo II a la pirazina. Asi-
mismo, en la Figura 19 se muestran las dos estructuras quimicas de las cuales se derivan
las “pteridinas naturales” presentes en los seres vivos: 2-aminopteridin-4(3H)-ona o pteri-
na (Ptr) y pteridin-2,4(1H,3H)-diona o lumazina (Lum).

Los derivados pterinicos se encuentran normalmente sustituidos en la posiciéon 6 del
anillo de pirazina. Segtn la estructura de este sustituyente las pterinas pueden dividirse

en dos grupos:

» pterinas no conjugadas, cuyos sustituyentes poseen una corta cadena hidrocarbona-

da o un solo 4tomo de carbono,

= pterinas conjugadas, cuyos sustituyentes son de mayor peso molecular e inclu-
yen una molécula de dcido paraaminobezdico (PABA); un ejemplo es el acido foli-
co (PteGlu) que ademdas de PABA posee una o mds moléculas de 4dcido glutdmico

unidas por una unién peptidica.

En la naturaleza las pterinas pueden encontrarse en diferentes estados de oxidacién, don-
de el anillo pirazina es el que estd parcial o totalmente reducido. Las pterinas reducidas
mas cominmente encontradas en sistemas bioldgicos son las 7,8-dihidropterinas y las
5,6,7,8-tetrahidropterinas (Figura 20 ).

En este trabajo de tesis se estudiaron las propiedades fotosensibilizadoras de cuatro pte-
rinas oxidadas, biopterina (Bip), 6-formilpterina (Fop), 6-caboxipterina (Cap) y Ptr (Tabla 2 ).
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Figura 19: Estructura quimica bésica de pteridinas. Anillo de pirimidina (I) y pirazina (II). Estruc-
tura quimica de pteridinas naturales: lumazinas y pterinas.
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Figura 20: Estructura quimica general de pterinas aromadticas, 7,8-dihidropterinas y 5,6,7,8-
tetrahidropterinas.
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R PTERINAS OXIDADAS PTERINAS REDUCIDAS
CHOH , CH, biopterina (Bip) 7,8-dihidrobiopterina (H,Bip)
CHO 6-formilpterina (Fop) 6-formil-7,8-dihidropterina (H,Fop)
COOH 6-carboxipterina (Cap) -
H pterina (Ptr) -
CHOH , CH,OH neopterina (Nep) 7,8-dihidroneopterina (H,Nep)
CH,OH 6-hidroximetilpterina (Hmp)  6-hidroximetil-7,8-dihidropterina  (H,Hmp)
OH xantopterina (Xap) 7,8-dihidroxantopterina (H,Xap)
CO CHOH CH, - sepiapterina (Sep)

Tabla 2: Estructura quimica y nomenclatura de pterinas aromaticas y 7,8-dihidropterinas estudia-

das.
0 0°
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Figura 21: Equilibrio 4cido base de pterinas en solucién acuosa para valores de pH entre 4 y 11.

También se estudiaron las propiedades fotofisicas de algunos dihidroderivados, por ejem-
plo, 7,8-dihidrobiopterina (H;Bip), 6-formil-7,8-dihidropterina (H>Fop), 7,8-dihidroneopterina
(H>Nep), 6-hidroximetil-7,8-dihidropterina (HHmp), y sepiapterina (Sep); cuya estructura

se presentan en la Tabla 2.

3.2 PROPIEDADES ACIDO-BASE Y EQUILIBRIO TAUTOMERICO

En la Figura 21 se muestra el equilibrio 4cido-base méas importante de las pterinas en
solucién acuosa, considerando los valores de pH presentes en los sistemas biolégicos.
La forma &4cida (amida) de este equilibrio corresponde a la forma neutra, mientras que la
forma alcalina (fenolato) posee una carga negativa. Este equilibrio ya ha sido estudiado en
solucién acuosa, habiéndose publicado valores de pK, de alrededor de 8 para las pterinas
oxidadas [55, 56, 57, 58, 59], y de alrededor de 10 para las dihidropterinas [60, 61, 62, 63].
Este comportamiento general esta afectado por la presencia de sustituyentes adicionales
en el doble anillo pterinico, los cuales modifican, en mayor o menor medida, los valores
de pK, y la carga neta de las moléculas. Los valores de pK, de los compuestos utilizados
en este trabajo de tesis y otros se presentan en la Tabla 3 .

Existen otros equilibrios dcido-base en los que participan otros grupos funcionales de

la estructura pterinica, como son los nitrégenos anulares o el grupo amino de la posi-
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COMPUESTO pK,Z REF. COMPUESTO pKa REF.

Bip 81 [57] H,Bip 10,85 [62]
Fop 73 [59] H,Fop 9,68  [64]
Cap 7,9  [65] H,Nep 10,62  [64]
Ptr 79  [56]
Hmp 8,1 [66]
Nep 8,0 [57]

Tabla 3: Valores de pK, para el equilibrio amida-fenolato de diferentes pterinas aromaéticas y 7,8-

dihidropterinas.
0 HC|>
]
C N R /C N\ /R
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é | éH O _~CH
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Figura 22: Esquema del equilibrio tautomérico lactama-lactima

cién 2 del anillo. A medida que disminuye el pH, estos grupos comienzan a protonarse,
apareciendo las correspondientes formas catiénicas con carga +1, +2 y +3. Todos estos
equilibrios presentan valores de pK, inferiores a 4 [55].

En soluciones acuosas a pH<pK, estos compuestos se encuentran en su forma protona-
da. La forma neutra de las pterinas presenta un equilibrio tautomérico (Figura 22 ) que
consiste en una transferencia de protén muy rapida, desde el nitrégeno en posicién 3 (lac-
tama) al oxigeno en posicion 4 (lactima). En solucién acuosa este equilibrio se encuentra

desplazado hacia la forma ceto o lactama.

3.3 ESPECTROS DE ABSORCION

Las caracteristicas espectrales de los derivados pterinicos dependen de diferentes fac-
tores, tales como el estado de oxidacion del anillo pirazina, la naturaleza quimica de los
sustituyentes unidos al doble anillo pterinico y las condiciones de pH del medio. El es-
pectro de absorcién de la mayoria de la pterinas aromaéticas no conjugadas presenta dos
bandas principales de absorcién [67, 68]. La banda correspondiente a la transiciéon Sg S
de la forma 4cida presenta un maximo de absorcion a 280 nm aproximadamente, mientras
que para la forma alcalina se encuentra en 255 nm. La intensidad de ambas transiciones es
menor para la forma 4cida que para la alcalina. Por otra parte, la banda de menor energia
correspondiente a la transicion S9  S; de la forma 4cida presenta un corrimiento hacia
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Figura 23: Espectros de absorciéon de pterinas aromaticas en solucién acuosa. Formas acida (linea
continua, negra) y alcalina (linea punteada, roja). (a) Bip, (b) Fop, (c) Cap y (d) Ptr.

el azul ( ax  340-350 nm) si se la compara con la forma bésica ( 4z  350-360 nm).
En la Figura 23 se presentan los espectros de absorcién en solucién acuosa de las formas
acidas y bésicas de las cuatro pterinas oxidadas que aparecerdn con mayor frecuencia a
lo largo de este trabajo de tesis: Bip, Fop, Cap y Ptr. Cabe destacar que el espectro de
Fop posee una forma particular, y distinta a la de los otros derivados pterinicos. Esto se
debe a que tiene como sustituyente en el C6, un grupo carbonilo cuyo enlace modifica los
niveles de energia del doble anillo y genera la aparicién de una tercera banda entre las
dos descriptas anteriormente.

Con respecto a los espectros de absorcién de las 7,8-dihidropterinas, estos son muy
variables y dependientes de la naturaleza quimica del sustituyente en el C6. En general,
poseen tres bandas: la banda correspondiente a la transicion Sp Sz con un
230 nm, la banda correspondiente a la transicion Sg Sz con un ., entre 270 y 280 nm,
y la banda de menor energfa, con un ,,y entre 310 y 330 nm. Aquellos derivados que
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Figura 24: Espectros de absorcién de la forma 4cida de las 7,8-dihidropterinas en solucién acuosa
a pH=7. (a) H,Bip, (b) H,Nep, (c) H,Fop y (d) H,Hmp.

poseen en el C del sustituyente de la posicién 6, un grupo carbonilo, como por ejemplo la
7,8 dihidroformilpterina, presentan una banda de gran intensidad en la region visible del
espectro. Esto se atribuye a una interacciéon mesomérica entre el grupo amino de posicién
2 que acttia como dador de electrones y el grupo carbonilo del sustituyente de posicion
6, quien actiia como aceptor de electrones. En la Figura 24 se presentan los espectros de

absorcion de cuatro pterinas reducidas. Estos presentan espectros muy similares entre si.

3.4 REACTIVIDAD QUiMICA DE PTERINAS

En general, las soluciones acuosas de las pterinas aromaéticas son estables al aire, aunque
esta propiedad varia ligeramente con el sustituyente presente en la posicién 6. Por ejemplo,
las soluciones de Ptr y Cap duran varias semanas sin descomponerse, mientras que las
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Figura 25: Oxidacién de dihidropterinas por O en soluciones aireadas a temperatura ambiente.

soluciones de Bip y Fop, duran solo algunos dias. Por el contrario, las soluciones de las
dihidropterinas presentan una inestabilidad significativa habiéndose realizado numerosos
estudios para investigar la oxidacién que sufren en presencia de Oz, denominada, muchas
veces, autooxidacién. En el caso de los dihidroderivados estudiados en este trabajo de
tesis, su reaccién con Oz lleva a la formacién de 7,8-dihidroxantopterina(H,Xap) como
principal producto de oxidacién (>80%) y H,Fop como producto minoritario (Figura 25
). Estos compuestos poseen una constante aparente de velocidad de reaccién con Oz (kgp)
en soluciones equilibradas con aire a 25°C de 4F2x10~*y 1,240,3x1072 1 para H;Bip
y H,Nep, respectivamente [64]. Teniendo en cuenta los correspondientes tiempos de vida
media (fi, = 1700y 60 h para H;Bip y H;Nep, respectivamente), se pudo trabajar sin
problemas con las soluciones preparadas en el dia.

Los 7,8-dihidroderivados frente al peréxido de hidrégeno (H,0,), sufren una oxidacién
en el atomo de carbono 6 para dar H,Xap (>90%). Esta es la ruta principal en la reaccién
de H,Nep, H,Bip y H,Fop con H,O, [69]. Por su parte las pterinas oxidadas no reaccionan
con H,0,.

Dependiendo del estado de oxidacién del anillo de pirazina, las pterinas tienen una
reactividad muy diferente frente al 10,. Mientras que los 7,8- dihidroderivados son des-
activadores muy eficientes de esta especie [70], la reactividad quimica de las pterinas
aromaticas es muy baja [71]. En trabajos recientes se estudié la capacidad que tienen las
pterinas aromdticas para desactivar el 10,, alli se determiné la constante de velocidad
de desactivacion total (k;) y la constante de reactividad quimica (kr) entre el 10, y las
pterinas aromdticas no conjugadas. Los valores de k, para Pt, 6-metilpterina (Mep) y

6,7-dimetilpterina (Dmp) (0,25 10%; 4,9 10° y 10 10° M~ 571) son mucho mads bajos que
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el correspondiente valor de k; (2,9 10%; 8,010° y 3110° M ! s !) indicando que la desacti-
vacién de 'O, por estas moléculas es principalmente una desactivacion fisica [71]. En la
reaccién quimica del 'O, con Ptr la ruptura del anillo para dar productos no pterinicos.
En contraste con el valor de k;, la constante de desactivacion fisica (k;), en general, no de-
pende del sustituyente unido al anillo. En el caso de los 7,8-dihidroderivados los valores
de k; (1,910 -6,8108 M s !) son, en general, mucho mayores a los de los correspon-
dientes compuestos oxidados, indicando que el anillo de pirazina reducido desactiva de
forma mucho mads eficiente al !0, que la forma aromética. En este tipo de compuestos
los valores de k; reportados también resultan mucho mayores (3,0 108-76108 M s 1)
que para los derivados oxidados. Dado que los valores de k, son similares a los de k;
se puede inferir que la desactivacion del 'O, por los dihidroderivados es principalmente
un proceso quimico, a diferencia de lo observado para las pterinas arométicas donde la
desactivacion es predominantemente fisica [70].

3.5 BIOQUfMICA DE BIOPTERINA Y SUS DERIVADOS REDUCIDOS

Aungque las pterinas se encuentran en muy pequefias cantidades en los organismos vi-
vos, participan en importantes reacciones bioquimicas. Por ejemplo, la
5,6,7,8-tetrahidrobiopterina (H,Bip, Figura 20) es una molécula que acttia como cofac-
tor de varias enzimas relevantes para el metabolismo celular, tales como funciones del
sistema nervioso [72, 73], proliferacién celular y homeostasis vascular [74, 75].

La Figura 26 muestra las vias de la sintesis de novo y de recuperacion de H,Bip. La enzi-
ma GTP ciclohidroxilasa I (GTP-CH I) catalizada la primera reaccién de la biosintesis para
dar H,Nep trifosfato, el cual luego pierde el grupo trifosfato y en una reaccion cataliza-
da por 6-piruvoil tetrahidropterina sintasa (PTPS) se genera 6-piruvoil-tetrahidropterina,
que finalmente en una serie de reacciones de reduccion se genera H,Bip. A su vez, H,Bip
se puede generar a partir de una via de recuperacién en la cual Sep, que se forma por via
no enzimadtica a partir de 6-lactoil tetrahidropterina, que pasa a H,Bip, en una reaccién
catalizada por la sepiapterina reductasa (SR). Luego, H,Bip se reduce a H,Bip en una
reaccion catalizada por la dihidrofolato reductasa (DFHR) [76].

Por un lado, H,Bip es cofactor de las tres isoformas de la enzima éxido nitrico sintasa
(NOS). Esta enzima cataliza la formacién de 6xido nitrico (NO ) a partir de la oxidacién
de arginina. Ademds de funcionar como dador de electrones, H,Bip estabiliza la estruc-
tura dimérica de las NOSs, que es la forma cataliticamente activa [75, 77], aumenta la
afinidad de la enzima por el sustrato [78] y aumenta la velocidad de consumo de NADPH
[79], entre otras funciones. EI NO formado participa como intermediario en diversos pro-
cesos, como la vasodilatacion y la regulacion del tono vascular normal, la inhibicién de la
agregacion plaquetaria, transmisién neuronal y citostasis [80].

Asimismo, este tetrahidroderivado acttia como cofactor de las hidroxilasas de aminoé-
cidos arométicos. Existen tres tipos de hidroxilasas: i) fenilalanina hidroxilasa (PAH); ii)
tirosina hidroxilasa (TH) y iii) triptofano hidroxilasa (TPH). Estas tres enzimas son estruc-
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Figura 26: Biosintesis de H,Bip : sintesis de novo (izquierda) y via de recuperacién (derecha).
GTPCH I: GTP ciclohidroxilasa I; PTPS: 6-piruvoil tetrahidropterina sintasa; PTPR: 6-
piruvoil tetrahidropterina 2'-reductasa; SR: sepiapterina reductasa; DHFR: dihidrofolato
reductasa.
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turalmente muy similares entre si. Para catalizar la reaccién requieren H,Bip, O, y hierro
(Fe). El sustrato se hidroxila y el O, se reduce a H,0O. La H,Bip proporciona los electro-
nes para reducir al O, y forma un intermediario peroxi-H,Bip, el cual cede un dtomo de
oxigeno a la molécula que se hidroxilard mientras que el d&tomo de oxigeno remanente
forma un hidroxi-derivado de H,Bip. Este hidroxi-derivado pasa a una forma quinoide
parcialmente reducida (qH,Bip). La qH,Bip por medio de una serie de pasos catalizados
por enzimas es reducida totalmente para dar nuevamente H,Bip (Figura 27 ). Ademas,
H,Bip tiene una segunda funcién en estas enzimas que es la de reducir el Fe en el sitio
activo de la enzima de Fe 3 a Fe 2 [81].

La reaccion catalizada por PAH es la primera de la sintesis de melanina, pigmento natu-
ral de la piel que confiere proteccién contra la radiacién, que tiene lugar en las células de
la piel (melanocitos). Es sabido que la melanogénesis estd activada por la radiaciéon UV. La
fotooxidacién directa de polimeros de melanina por radiacién UV-B (290-320 nm) conduce
al aumento de la pigmentacién de novo. Ademads, produce un incremento del ntimero de
melanocitos y de la actividad de la tirosinasa (TYR) [82, 83], enzima que cataliza la etapa
limitante de la melanogénesis, al generar L-DOPA a partir de tirosina. Bajo condiciones
fisiol6gicas normales, los melanocitos tienen la capacidad de sintetizar de novo, reciclar y
regular la sintesis de H,Bip [84, 85].

3.6 VITILIGO

El vitiligo es una patologia cutdnea muy frecuente en los seres humanos. Consiste en un
desorden en la pigmentacién que produce manchas blancas sobre la piel. Estas manchas
muestran una caracteristica fluorescencia cuando son sometidas al denominado examen
con luz de Wood (351 nm). Se ha demostrado que este fenémeno ocurre por la acumula-
cién de pterinas oxidadas en las zonas afectadas por la enfermedad [84, 86], ya que son
compuestos muy fluorescentes [87]. Por este motivo resulta interesante comentar el papel
que juegan varios derivados pterinicos en esta patologia.

Los pacientes con vitiligo presentan un gran aumento en la sintesis de novo de H,Bip,
y una alteracién de la ruta de reciclado de este cofactor [88, 89, 9o]. El aumento de los ni-
veles de este tetrahidroderivado lleva a la acumulacién de H,Bip y 7 H,Bip (un isémero
de H,Bip) [91]. Este dltimo es un potente inhibidor de la actividad de la primer enzima
en la ruta de sintesis de melanina (PAH) [92]. Como consecuencia de la baja actividad
de PAH, aumentan los niveles de fenilalanina en piel, favoreciendo la sintesis de H,Bip y
aumentando atin maés los niveles del tetrahidroderivado. El incremento de los niveles de
fenilalanina y de 7 H,Bip, junto a la disminucién de la actividad enzimatica, la oxida-
cién no enzimatica de H,Bip a qH,Bip lleva a la generacién y acumulacién de H,O, en
la piel de estos pacientes (Figura 28 ) [92, 93]. Esta acumulacién conduce a la inactivaciéon
de la enzima catalasa [94], y motivo por el cual en los melanocitos de los pacientes con
vitiligo el medio se vuelve muy oxidante, alcanzando concentraciones de H,O, del orden

de milimolar. El incremento de los niveles de especies oxidantes en las manchas depig-
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Figura 28: Sintesis de novo, reciclado y regulacién de la sintesis de HyBip que tiene lugar en
la melanogénesis. Las flechas punteadas indican la ruta corta de reciclado de HyBip,
favorecida en el vitiligo.

mentadas qued6 demostrado por biopsias de piel, en las que se encuentra un alto grado
de vacuolizacién y peroxidacién lipidica.

Ademas de la inhibicién de PAH, se ha demostrado que en los tejidos afectados por viti-
ligo se produce inhibicién de varias de las enzimas de la melanogénesis, pero, en la mayor
parte de los casos, los mecanismos involucrados en dichos procesos no estan dilucidados.
A partir de este hecho, el estudio de la fotoquimica de los compuestos presentes en la
piel y, en particular, de los procesos fotosensibilizados que afectan a las macromoléculas
adquiere gran relevancia.

5i bien ciertos autores postulan la oxidacién de H,Bip y H,Bip a 6-biopterina (6-Bip) y
de 7 —H,Bip a 7-biopterina (7-Bip) por parte de H,O, [95, 06], posteriormente se demostré
que, H,Bip es oxidada por esta especie reactiva de oxigeno dando como principal produc-
to HyXap [69]. Esto dltimo conduce al interrogante de cudl es el origen de la presencia
de pterinas oxidadas en la piel de los pacientes que sufren esta enfermedad. Por otro
lado, se demostré recientemente que la fotélisis de H;Bip en presencia de aire conduce a
su oxidacién a Bip [97]. Por lo tanto, esta via podria ser la responsable de la formacién
de pterinas oxidadas en la piel de pacientes que padecen vitiligo. En definitiva, si bien
no es claro cudl es el primer mecanismo que perturba la homeostasis de H,Bip, se sabe
que estas alteraciones metabélicas conducen a una situacién en la cual se tiene un tejido
expuesto a la luz solar, sin proteccién contra la misma y donde se acumulan metabolitos

fotc:ql_ﬁmicmnente activos.



FOTOQUIMICA Y PROPIEDADES FOTOSENSIBILIZADORAS DE
PTERINAS

Desde hace varias décadas se sabe que ciertas pterinas oxidadas en solucién acuosa
y también algunos derivados reducidos son fotosensibles. En este capitulo se resumen
los antecedentes existentes sobre el comportamiento fotofisico y fotoquimico de distintos
derivados pterinicos. Por otro lado, el presente capitulo tiene por objeto condensar la
informacion acerca de los antecedentes en la participacién en procesos fotosensibilizados
para esta familia de compuestos.

4.1 FOTOFISICA DE PTERINAS
4.1.1 Propiedades de los estados excitados singletes

Existen diversos estudios sobre los estados excitados de los distintos compuestos pte-
rinicos, principalmente sobre pterinas oxidadas. Las caracteristicas fluorescentes de las
pterinas aromaéticas (espectros de emisién y excitaciéon, ry r) dependen de varios fac-
tores [98, 99, 58]. Por un lado, varian segin sea la naturaleza quimica del sustituyente
unido en la posicion 6 del anillo pterinico. Mientras las denominadas pterinas conjugadas
poseen una emision de fluorescencia despreciable, las no conjugadas presentan, por el
contrario, una emisién importante. Por otra parte, la emisién depende de la forma acido-
base del derivado pterinico presente en la solucion. Tipicamente, los espectros de emisiéon
de las formas alcalinas presentan un corrimiento entre 10 y 15 nm hacia el rojo respecto
de los espectros de emisién de las correspondientes formas acidas, lo caul es consistente
con las diferencias observadas en los espectros de absorcién para ambas formas acido-
base (Capitulo 3). Por otro lado, los espectros de emisién normalizados de las pterinas no
conjugadas son independientes de la longitud de onda de excitacion, sugiriendo que la
emision fluorescente solo tiene lugar desde el estado excitado singlete de menor energia
(Sy).

En la Tabla 4 se listan los valores reportados de longitud de onda del maximo de emi-
sion de fluorescencia ( r), ry F para varias pterinas arométicas. Puede apreciarse que,
en todos los casos, los valores de r correspondientes a las formas acidas son mayo-
res que los valores de las formas alcalinas. Ademads, estos valores presentan una fuerte
dependencia con la naturaleza del sustituyente. Ciertamente, la presencia de la porcién p-
aminobenzoico en las pterinas conjugadas provoca una dréstica reducciéon de los valores
de r. Asimismo, los decaimientos de fluorescencia de las pterinas siguen un comporta-
miento exponencial de primer de orden y puede observarse que los r para las formas
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CoOMPUEsTO pH r bnm F r 0,4ns
. 5,5 441 0,36 0,01 9,1 0,34 0,01
Bip
10,5 455 0,29 0,01 7,6 0,40 0,03
5,5 446 0,12 0,01 7,9 0,45 0,05
Fop
10,5 454 0,07 0,01 2,2 0,47 0,02
5,5 439 0,28 0,01 5,8 0,27 0,03
Cap
10,5 451 0,18 0,01 4,1 0,37 0,02
5,5 439 0,33 0,01 7,6 0,18 0,02
Ptr
10,5 456 0,27 0,01 5,0 0,30 0,02
5,5 440 0,38 0,01 8,9 0,23 0,01
Nep
10,5 454 0,31 0,01 74 0,34 0,04
5,5 448 0,61 0,01 13,6 0,10 0,02
Mep
10,5 460 0,61 0,04 13,2 0,14 0,02
5,5 449 0,53 0,01 11,0 0,15 0,02
Hmp
10,5 457 0,46 0,01 8,4 0,21 0,01
, <0,00 - <0,02
PteGlu 55 445 5
10,5 455 <0,005 - <0,02

Tabla 4: Longitud de onda del maximo de emisién ( ), rendimiento cuantico de fluorescencia ( r)
tiempo de vida de fluorescencia( r), y rendimientos cudnticos de produccién de 1oy )
de las formas dcidas y alcalinas de algunos derivados pterinicos aromaéticos [98, 58, 99, 87].

acidas son mayores que los de sus respectivas formas alcalinas y que también tiene una
clara dependencia con el tipo de sustituyente en la posicién 6.

4.1.2  Propiedades de los estados excitados tripletes

Existen algunos estudios realizados sobre absorciéon de transientes de pterinas por la
técnica de fotdlisis de destello laser (LFP) , o por su denominacién en inglés laser flash
photolysis. En estos trabajos se postula que al excitar una solucién de Ptr a 355 nm se
observan, en simultdneo, especies tripletes y radicales. Los autores asignaron dos de estos
transientes a estados tripletes de Ptr [100]. Uno de ellos tiene un maximo de absorcién
a 550 nm y un tiempo de vida del estado excitado triplete ( 7) de 2,3 0,2 s. El otro
transiente posee dos méximos de absorcién a 415y 60oo nmy un 1 de 0,3 s. Segun estos
autores la existencia de dos estados tripletes se debe al equilibrio tautomérico presente en
el estado fundamental de las pterinas (Seccién 3.2). Ledbetter et al. [101] propusieron una
hipétesis similar para los resultados obtenidos con Bip, encontrando dos estados excitados

tripletes con sus correspondientes T de2,0 sy0,3 s.
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En estudios realizados por Parker R. T. et al. [102] se caracteriz6 la fosforescencia de un
gran numero de derivados pteridinicos, entre ellos Ptr, Cap y Hmp. En este trabajo estu-
diaron la emision fosforescente, a temperatura ambiente y a 77 K, de soluciones alcalinas
de estos compuestos mediante el método de deteccién en fase sélida. En general la emi-
sién fosforescente de estos compuestos presenta una banda intensa centrada en 500 nm.
En otro trabajo realizado por Chahidi et al. [100] se estudi6 la emision fosforescente de Ptr
en una mezcla de agua y etilenglicol a 77 K. Los espectros de estas soluciones mostraron
un maximo de emisién de fosforescencia ( p) principal en 480 nm y un segundo maximo
de menor intensidad centrado al rededor de 440 nm. Los autores asignaron este comporta-
miento a la presencia de dos estos excitados tripletes correspondientes a las dos especies
tautoméricas (lactama y lactima) también observadas en experimentos de absorcién de
transientes a temperatura ambiente [100]. En este mismo trabajo se determinaron también
los tiempos de vida de emisién de fosforescencia ( p) obteniéndose valores al rededor del
segundo, 1,1 o,1s( p 480nm)yo,9 o1s( p 440 nm). A partir de los espectros
de fosforescencia se determin¢ la energia del primer estado excitado triplete, reportando
un valor de 264 kJ/mol. Este valor es suficiente para transferirle la energia al O, en estado
fundamental y generar 105 (Seccién 1.4). Por otro lado, no se encontraron datos similares
para otros derivados pterinicos aromaticos, en particular Bip y Fop, compuestos que se
estudiaran en el presente trabajo de tesis.

En solucién acuosa y bajo irradiacion UV-A, todas las pterinas aromadticas poseen una
elevada eficiencia de produccién de 10,[103, 66, 104]. Por el contrario, las pterinas con-
jugadas como el PteGlu practicamente no producen esta especie reactiva. Los valores de
rendimientos cuénticos de produccién de 'O, () se detallan en la Tabla 4. Para explicar
las diferencias observadas en los valores de para PteGlu y las pterinas aromaticas no
conjugadas se propuso que la cadena lateral de este compuesto acttia como desactiva-
dor interno, aumentando la velocidad de desactivacién no radiativa del estado excitado
singlete. Siendo muy deficiente el cruzamiento intersistemas y, consecuentemente, la pro-
duccién de estados excitados tripletes resulta despreciable, por lo cual, no genera 'O,. Se
aprecia, ademds, que la naturaleza del sustituyente en la posicién 6 del anillo pterinico y
el pH afectan significativamente los valores de , siendo mayor en medio alcalino para
la mayoria de estos compuestos. Por otra parte, los dihidroderivados, a diferencia de las
pterinas aromaticas, poseen capacidad extremadamente baja o nula para generar fotoqui-
micamente 1O,[63]. Es interesante comentar que las dihidropterinas que se encuentran
presentes en los organismos en condiciones fisioldgicas, incluso en zonas expuestas a la
radiacién como la piel del ser humano, cuando sus estados excitados pierden el exceso
de energia lo hacen muy rdpidamente, evitando asi la formacién de especies reactivas
capaces de reaccionar con otros compuestos presentes en el medio. Por el contrario, las
pterinas aromaticas no conjugadas que solo aparecen en piel bajo condiciones patolégicas
(Seccidn 3.6), generan fotoquimicamente especies como los estados excitados tripletes que
viven lo suficiente como para reaccionar y, ademads, pueden formar una especie altamente

reactiva como el 10;.
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r 10 3
Compuesto Ref.
pH 5,5 pH 10,5

Ptr 082 0,06 12 0,2 [105]

Cap 51 0,5 1,3 0,2 [105]

Mep 024 0,5 081 0,08 [67]
Fop 40 2 35 2 [59, 106]
Hmp 2,3 0,2 18 2 [66, 104]

Tabla 5: Rendimiento cuantico de consumo () de pterinas arométicas en soluciones equilibra-
das con aire.

4.2 REACTIVIDAD FOTOQUiMICA DE LAS PTERINAS AROMATICAS

En general, en soluciones aireadas y bajo irradiaciéon UV-A, las pterinas aromaticas su-
fren reacciones de oxidaciéon que involucran modificaciones en el sustituyente localizado
en la posicion 6, mientras que sus anillos aromaticos permanecen inalterados. Los meca-
nismos implicados en la fotooxidacién de estos compuestos dependen de la naturaleza
del sustituyente, como asi también del pH del medio. De esta manera, la fotoquimica de
la forma 4cida de un determinado derivado pterinico puede ser muy diferente a la de su

correspondiente forma alcalina.

4.2.1 Pterinas sin sustituyente oxidable

Aquellos compuesto pterinicos que no poseen sustituyente oxidable en la posicién 6,
como Ptr, 6-metilpterina (Mep) o Cap, son estables cuando se los irradia en solucién acuosa
en ausencia de O;. En cambio, cuando la irradiacién es en presencia de O; se produce la
oxidacién de la molécula con la consecuente ruptura de anillo, generando productos no
pterinicos y H,O, [105, 67]. No obstante, estas reacciones ocurren muy lentamente, con
valores de rendimientos cudnticos de consumo del reactivo ( g) mucho menores que los
correspondientes a los derivados que poseen sustituyentes oxidables (Tabla 5 ).

4.2.2  Biopterina y neopterina

En la década del '70, W. Pfleiderer et al. estudiaron la fotoquimica de Bip y neopteri-
na (Nep) en solucion acuosas con buffer de pH 10. En estas condiciones y, bajo irradiacién
UV-A, los autores observaron que en presencia de O, Fop era el producto mayoritario
de la reaccién [107]. En estudios mas recientes realizados por Vignoni et. al. acerca de la
fotoquimica de Bip y Nep, encontraron que cuando soluciones acuosas de estos compues-
tos son expuestas a la radiacion UV-A, se forma un intermediario rojo (IR) (con maximo
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Figura 2g: Mecanismo general de fotooxidacién para Bip, Nep y Fop en soluciones acuosas equili-
bradas en aire bajo irradiacién UV-A.

de absorcién de la banda de menor energia centrado en 480 nm) en un proceso indepen-
diente del O; [108]. Luego, este producto es rapidamente oxidado por O, para generar
Fop y H,0, (Figura 29 ). A partir de estudios de TH-RMN se pudo establecer que ya sea
en medio acido o alcalino, se forma el mismo intermediario, 6-formil-5,8-dihidropterina,
cuya estructura que habia sido sugerida previamente por Pfleiderer ef. al.[109], ademas se
determiné que este compuesto es inestable tanto en presencia como en ausencia de Os.

Para ambos reactivos y en ambas condiciones de pH, los ®_g dependen de la concen-
tracién de Oz: a mayor concentracién de O;, menor es el rendimiento cudntico (Tabla 6
). Este resultado sugiere que el comportamiento general de ambas pterinas es el mismo
y que el estado excitado del reactivo involucrado en la reaccién fotoquimica es el estado
excitado triplete, el cual es desactivado por el O; disuelto [108].

4.2.3 6-Formilpterina

Fop es otra pterina con sustituyente oxidable cuya reactividad fotoquimica (UV-A) ha
sido estudiada. En presencia de Oz , ya sea en medio acido o alcalino, se oxida el sustitu-
yente del anillo pterinico dando lugar a la formacién de Cap y H;0O,. En ausencia de Oz
se genera también un intermediario, con caracteristicas similares a las descriptas para Bip

y Nep, que reacciona con Oz para generar como productos finales Cap y H,0, (Figura

49



50 FOTOQUfMICA Y PROPIEDADES FOTOSENSIBILIZADORAS DE PTERINAS

pH Ar aire O,

Fotdlisis Bip
55 0,10 0,01 0,037 0,003 0,024 0,003

-Bip
10,5 0,18 0,02 0,12 0,01 0,07 0,01

Fotolisis Nep
55 0,1 0,01 0,044 0,003 0,018 0,002

-Nep
10,5 0,16 0,03 0,11 0,01 0,069 0,005

Tabla 6: Rendimiento cuantico de consumo de reactivo () para la fotélisis de Bip y Nep a
diferentes concentraciones de O,.

29)[106, 59]. Los rendimientos cuanticos de consumo de reactivo de Fop se encuentran en
la Tabla 5.

4.2.4 Reactividad fotoquimica de los derivados reducidos

En estudios realizados por Vignoni et al.[97] se ha demostrado que cuando una solu-
cién acuosa de H,Bip es expuesta a radiacion UV-A, este compuesto se degrada por dos
mecanismos diferentes. Por un lado, en un proceso independiente del O, y mediante la
generacién de un intermediario, H,Bip se fotodimeriza generando al menos dos dimeros
conun  p,Bijp = 0,053 0,003. Este preceso se inicia a partir del estado excitado singlete.
Por otra parte, y solo en presencia de O, H,Bip se oxida produciendo su anédlogo oxidado,
Bip. Esta via oxidativa contribuye muy poco al consumo de H,Bip en una primera etapa,
pero adquiere relevancia al transcurrir el proceso fotoquimico. Es decir, existe un feno-
meno que podria considerarse como auto-fotocatalitico que produce una aceleracién en la
fotooxidacién del reactivo. En esta via oxidativa participarian estados excitados tripletes.
El mecanismo propuesto para estas reacciones se muestra en la Figura 30 . De modo simi-
lar durante la irradiacién de soluciones acuosas de H,Nep, ya sea en presencia o ausencia
de Oy, se produce una fotodimerizaciéon con  pg,Nep = 0,038  0,005. El mecanismo por
el cual se forman estos dimeros es similar al planteado para H,Bip (Figura 30).

Otro derivado pterinico reducido que ha sido estudiado es Sep. En soluciones aireadas
irradiadas tanto con UV-A como con UV-B, Sep se oxida generando Cap y H,O, [110]. Por
otra parte, cuando la radiacién incide sobre soluciones anaerébicas de Sep, tiene lugar la
formacién de un intermediario que luego, en contacto con O,, genera Cap y H,O, [95].

4.3 PROPIEDADES FOTOSENSIBILIZADORAS DE PTERINAS

A fines de los 9o” apareci6 el primer trabajo que confirmé que las pterinas son capaces
de fotoinducir modificaciones quimicas en el 4dcido desoxirribonucleico (ADN). Sin em-
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Figura 30: Mecanismo general de fotooxidacion y fotodimerizacién para H,Bip y H,Nep en solu-
cién acuosa y bajo radiaciéon UV-A. IS: intermediario

bargo, mds recientemente se iniciaron investigaciones sistematicas tendientes a evaluar la
capacidad fotosensibilizadora de las pteridinas sobre otras biomoléculas, como asi tam-
bién a dilucidar los mecanismos de reaccién involucrados. A continuacién se hard una

breve descripcié-n de los principales resultados hallados en este sentido.

4.3.1  Fotosensibilizacion de bases piricas y desoxirribonucledtidos

Existen antecedentes en la literatura sobre el estudio de la fotosensibilizacién de mo-
némeros de ADN por Ptr, el mds antiguo data del afio 1979 publicado por Santus y
Momzikoff [111]. En ese estudio se cuantificé el porcentaje de degradacién de las bases
puricas (adenina, guanina, xantina e hipoxantina) irradiadas en presencia de Ptr, Xap o
isoxantopterina en una solucién acuosa de buffer de fosfato de pH = 8,4. Los autores con-
cluyeron, en primer lugar, que los sustratos que mas se degradan son guanina y xantina
y en segundo lugar que la Ptr no sustituida tiene un efecto sensibilizador superior que
aquellas con sustituyentes hidroxilos. Respecto al mecanismo de fotosensibilizacién, pos-
tulan que las pterinas son capaces de actuar mediante ambos mecanismos (Tipo I y Tipo
II).

A partir del afio 2003, se realizaron estudios sistematicos usando Ptr como sensibili-
zador y principalmente los nucle6tidos dGMP y dAMP como sustratos [65, 112, 113, 114]

(Tabla 1). Se realizaron experimentos irradiando soluciones acuosas en condiciones en
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Figura 31: Estructura quimica de los productos de la oxidacién fotosensibilizada de dAMP por Ptr,
B-oxo-d AMP y 8-P-dAMP tetraciclico.

las cuales la radiacién sélo es absorbida por Ptr. Dichos experimentos arrojaron varios

resultados relevantes, los cuales se detallan a continuacién:

» El nucleétido dAMP es fotosensibilizado por Ptr en medio dcido mediante un meca-
nismo Tipo I. Durante la reaccién sélo se consume el nucleétido. La presencia de (2
es indispensable para que la reaccién ocurra y el 105, a pesar de ser generado por
el sensibilizador, no participa en la reaccién. El proceso genera H;O; y se acelera en
presencia de superéxido dismutasa (50D), enzima que cataliza la descomposicién
del anién superéxido (037 ). El nucleétido dAMP no es fotosensibilizado por Ptr en
medio alcalino (pH = 10,5). En base a lo resultados obtenidos en estos estudios se
propuso el mecanismo de reaccién que se detalla a continuacién (reacciones 34 a 35)

para el proceso fotosensibilizado.

pr 1, 1pgy* 15 3ppys (34)

3Ptr* + AAMP — dAMP** + Pt*~ (35)
Ptr*~ + 02 — O3 + Ptr (36)
2057 +2HY — Hy02+ 02 (37)
damp+ % 2 qamp (38)

m Se identificaron dos productos de oxidacién fotosensibilizada de dAMPF. Uno de
ellos, 8-oxo-7,8-dihidro 2'-desoxiadenosina 5'-monofosfato (8-oxo-dAMF) (Figura 31
(a)), ya habia sido identificado como producto de oxidacién fotoinducida por otros
sensibilizadores que actian a través de mecanismos Tipo I (Seccién 2.4). El segundo,
en base a los espectros de masa obtenidos presenta una estructura ciclica (Figura 31

(b)) ¥ no habia sido reportado anteriormente.
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= El nucle6tido dGMP es fotosensibilizado por Ptr en medio dcido en un proceso en
el que el sensibilizador no se consume y que s6lo ocurre en condiciones aerdbicas.
Durante la reaccién se consume O,, se produce H,O, y varios productos altamente
polares que no fueron identificados. La fotooxidacién en medio 4cido ocurre prin-
cipalmente por una via un mecanismo similar al descripto para dAMP (reacciones
34 a 38). El proceso de transferencia electrénica como etapa inicial del proceso foto-
sensibilizado fue confirmado mediante la deteccién del radical guanina en su forma
neutra ({GMP H ) en experimentos de LFP. Por el contrario, en medio alcalino
predomina la oxidacién por 'O, (reaccién 39). Es decir que, el mecanismo de reac-
cién planteado para este sistema es una competencia entre un mecanismo Tipo I y
Tipo II [114], que dependiendo del pH del medio se favorece una u otra via.

10, dGMP dGMP (39)

Resultados similares se encontraron para las reacciones de fotosensibilizacion de nucleé-
tidos puricos utilizando como sensibilizador Lum un compuesto perteneciente a la familia

de las pteridinas (Capitulo 3).

4.3.2 Fotosensibilizacion de ADN eucariota

4.3.2.1 Hidroxilacion de desoxiguanosina en ADN

Kawanishi et al. [115, 116] demostraron que al exponer ADN eucariota de doble hebra,
a radiacién de 365 nm, en presencia de Ptr, Cap, Bip, Nep y Pteglu se producen lesiones
en secuencias especificas del mismo. La eficiencia del dafio al ADN inducida por luz UV-
A decrece en el sentido Ptr  Cap > Bip Nep  PteGlu. Al utilizar xantopterina o
isoxantopterina como sensibilizadores, no observaron dafio. Estos estudios, demostraron
que las oxidaciones y rupturas se encontraban en secuencias con varias guaninas consecu-
tivas (secuencias poli-G: 5"-GG-3", 5'-GGG-3" y 5-GGGG-3"). Basdndose en la formacién
de radicales detectados en experimentos de EPR y en experiencias realizadas en D,O pos-
tularon que el dafio fotoinducido al ADN consiste en una oxidacién fotosensibilizada Tipo
I. El mecanismo de fotosensibilizacién propuesto puede resumirse de la siguiente mane-
ra: el sensibilizador (Ptr, Cap, Bip o Nep) excitado oxida al nucleétido por medio de un
proceso de transferencia electrénica. La oxidacién de guanina ocurre principalmente en
secuencias con varias guaninas consecutivas. Esto se debe porque el apilamiento de dos
bases guanina en un fragmento de ADN de doble cadena produce una disminucién en el
potencial de ionizacioén. La descomposicién del radical G posteriormente sigue alguna
de las vias conocidas de reaccién, que fueron explicadas en el Capitulo 2. En particular, en
estos estudios se detecté 8-oxo-guanosina probando la existencia de la via de hidratacién
del radical. Por otra parte, el anién radical del sensibilizador formado, puede consumirse
en la reacciéon o regenerarse al reaccionar con O, produciendo anién superéxido.
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4.3.3 Fotosensibilizacién de ADN plasmidico

Se han descripto estudios de fotosensibilizacién bajo irradiaciéon con luz UV-A del plés-
mido pUCi18, usando Ptr como fotosensibilizador [65, 117]. El plasmido pUC18 es una
molécula de ADN circular de doble hebra y bajo peso molecular. En este trabajo, los au-
tores demostraron que, cuando se irradia con luz UV-A (350 nm) soluciones de pldsmido
pUC18 en presencia de Ptr, las moléculas de ADN sufren cortes al azar en sus hebras, los
cuales conducen a la transformacién del topoisémero superenrollado al topoisémero rela-
jado. La acumulacién de estos cortes genera, en una segunda etapa, un corte en la doble
hebra con la consiguiente transformaciéon del plasmido circular en una molécula lineal.
Los autores encontraron que la reacciéon de fotosensibilizacion ocurre tanto en presencia
como en ausencia de O,. No observaron diferencias en la cantidad de plasmido relajado,
producida por irradiacion del mismo en presencia de Ptr, al variar la concentracién de
O, disuelto en la solucién. Por lo tanto, en dicho articulo se descart6 la participacion de
especies reactivas de oxigeno en el mecanismo de clivaje del pldsmido. En estudios reali-
zados con el plasmido PBR322 confirmaron que por irradiacion UV-A, Cap produce cortes
en la cadena de ADN [118]. Sin embargo, los autores proponen que no puede descartar-
se la participacién del 'O,, baséndose en que el agregado de azida sédica (secuestrador
inespecifico de 10,) al medio de reaccién, inhibe la reaccién fotosensibilizada.

4.3.4 Efectos fotodindmicos sobre células eucariotas.

En estudios recientes realizados con Lum y Ptr se prob¢ el efecto fotodindmico de estos
compuestos sobre una linea cancerigena de células eucariotas, las células HelLa, a pH
fisiol6gico [119, 120]. Lum y Ptr interaccionan con las células, pudiendo, o bien penetrar
y localizarse dentro de dominios intracelulares o, al menos, asociarse a las membranas de
las mismas. Se comprobé que ninguno de los sensibilizadores es un compuesto téxico para
las células en condiciones de oscuridad. Por el contrario bajo irradiacién UV-A se observé
pérdida de la integridad de la estructura de las células incubadas con Lum 6 Ptr. Este
evento se relacioné con una falla mitocondrial y con la alteracién de en las membranas

celulares.

4.3.5 Fotosensibilizacién de aminodcidos y proteinas

En estudios recientes se demostré la capacidad de Ptr para participar en procesos fo-
tosensibilizados utilizando como sustratos aminoécidos, en particular triptéfano (Trp) y
tirosina (Tyr). Los resultados demostraron que, en presencia de O,, Ptr es capaz de foto-
sensibilizar a ambos aminodacidos estudiados, siendo el principal mecanismo de reaccién
la transferencia electrénica desde el sustrato hacia el sensibilizador, Ptr. La transferencia
electrénica se evidencié en forma directa por la deteccion de radical Trp en soluciones
irradiadas en presencia de Ptr. utilizando la técnica de resonancia paramagnética electro-
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nica (EPR) [121]. Asimismo, en estudios realizados con Tyr, se detecté la formacién de
dimeros generados a partir del radical neutro de Tyr (Tyr H ) [122]. La deteccién de
estos dimeros es relevante dado que son los responsables del fotoentrecruzamiento en las
proteinas .

Por otro lado, se observé que estas misma reacciones se podian llevar a cabo en péptidos
y proteinas. En estudios realizados con la hormona estimulante de melanocitos ( -MSH)
se demostré que Ptr es capaz de fotosensibilizar al péptido. En la reaccién éste expe-
rimenta una oxidacién y una dimerizacién, afectando especificamente, al menos, a los
aminodcidos Trp y Tyr [123]. También se demostré la capacidad de Ptr para fotoinducir
la oxidacién de proteinas como la albimina (BSA) y enzimas como la TYR. En el caso de la
BSA el proceso implica la oxidaciéon de la proteina en al menos dos sitios especificos, Trp
y Tyr [124]. Los residuos de Tyr contribuyen a la dimerizacién de la proteina y por lo tan-
to al fotoentrecuzamiento. En los estudios realizados con TYR, se demostré por primera
vez que la inactivacién de la enzima como consecuencia de un proceso fotosensibilizado
inducido por Ptr [125]. El mecanismo del proceso involucra una etapa inicial en la cual
ocurre una transferencia electrénica desde la enzima al estado triplete excitado de la Ptr.
Dado que las pterinas estdn presentes en la piel humana y que, en particular, se acumulan
en regiones donde falla la proteccién contra la radiaciéon UV, la inactivaciéon de la enzima
que cataliza el primer paso, y a la vez el limitante, de la melanogénesis es relevante desde
el punto de vista biomédico.
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PREPARACION E IRRADIACION ESTACIONARIA DE SOLUCIONES

En este capitulo, se describiran las técnicas y los procedimientos que se emplearon para
preparar e irradiar las soluciones acuosas en forma continua con radiacion UV-A, y se
describira la técnica para medir la cantidad de radiacién que alcanza la celda de reaccién
en un determinado periodo de tiempo.

5.1 REACTIVOS

Las pterinas oxidadas y 7,8-dihidropterinas utilizadas en este trabajo de tesis fueron
sintetizadas y provistas por el Laboratorio Schircks (Suiza). Todas fueron usadas sin pos-
terior purificacién, debido a que presentan una pureza mayor al 99 %. En particular, los
compuestos usados en este trabajo fueron:

= pterinas aromaticas: Ptr, Bip, Fop, Cap, Nep, 6-hidroximetilpterina (Hmp);
» pterinas reducidas: H,Bip, H,Nep , H,Fop, H,Hmp y Sep.

Los nucleétidos empleados como sustrato para las reacciones fotosensibilizadas fueron
dAMP, dGMP y dTMP provistos por Sigma-Aldrich, con una pureza superior al 98 %.

A continuacién se listan otros reactivos utilizados: NaOH, HCl, (Merck), D,O (> 99,9 %,
Sigma-Aldrich), hidréxido de sodio deuterado (NaOD, CEA, > 99 %) y &cido clorhidrico
deuterado (DCl, Aldrich, 99,5 %). Acido férmico (HCOOH) (Sigma- Aldrich), metanol y
acetonitrilo calidad HPLC (J. T. Baker). Ademads, se emple6 yoduro de potasio (KI) (Sigma-
Aldrich), sOD de eritrocito bovino (Sigma-Aldrich). El agua utilizada para preparar las
distintas soluciones es calidad milliQ (agua destilada purificada en un equipo Milli Q
Reagent Water System (resistividad ~10 M cm ).

5.2 PREPARACION DE SOLUCIONES
5.2.1  Soluciones acuosas

Para preparar y manipular las soluciones de pterinas aromaticas y dihidroderivados
siempre se trabajé en un cuarto oscuro iluminado con luz roja para evitar la fotodegra-
dacién de los reactivos. El procedimiento general para la preparacion de las soluciones
comienza con la disolucién del sélido en agua libre de iones metdlicos. Para facilitar la
disolucion se agregaron microlitros de NaOH o,5 -1 M (~ 10— 100 [), ya que las pterinas
presentan grupos ionizados en medio alcalino que favorecen la disolucién (Seccién 3.2).
Se mantuvieron en agitacion por alrededor de 1 hora hasta lograr la completa disolucién
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del reactivo. Luego, mediante el uso de matraces, se llevé la solucién a volumen final y
se transvasé a frascos de color caramelo para evitar la degradaciéon que pudieran sufrir
estos derivados pterinicos por exposicién a la luz. En general, las pterinas reducidas son
mads inestables que los derivados aromaticos cuando se encuentran en soluciones acuosas
aireadas a temperatura ambiente. En particular, las soluciones de H,Nep deben ser utili-
zadas dentro de las 12 horas desde su preparacién, mientras que las soluciones de H,Bip
pueden utilizarse hasta 48-72 horas posteriores a la preparacién. Por el contrario, las so-
luciones de pterinas aromdticas son estables por alrededor de una semana luego de su
preparacion. Con respecto a las concentraciones de las soluciones de pterinas estudiadas,
las mismas variaron, generalmente, entre 50 y 200 M. Para determinar la concentracién
exacta de las soluciones empleadas en los distintos experimentos se utilizaron distintos
métodos: i) a partir de la cantidad de sélido pesado, el volumen de solucién y el peso
molecular del compuesto; ii) a partir del factor de dilucién y la concentracién (calculada
segun i)) de una solucién mds concentrada y iii) a partir de medidas de absorbancia y los
correspondientes valores de los coeficientes de absorcién molar a una determinada ()
[106], utilizando la ecuacioén 40,

A

p " (40)

donde P es la concentracién del compuesto, A es el valor de absorbancia a una deter-
minada y [ es el camino 6ptico en cm.

Los nucleétidos son muy solubles en agua, en este caso, las soluciones se prepararon
a pH neutro. Para dGMP, se compararon valores de concentracién calculados por pesa-
da o calculados a través del coeficiente de absorcién molar ( d%(\)/ffm 12180 M lem 1)
[126] aplicando la ecuacién 40 y se obtuvieron valores similares, dentro del error expe-
rimental. Por lo tanto, se utilizé indistintamente cualquiera de los dos métodos. Por el

contrario, para los casos de dAMP y dTMP, dado que los reactivos se hidratan facilmente,

la concentracion se calcul6 sélo utilizando la ecuacién 40 con d%l(\)/ffm 15060 M lem 1
y dzTé\(me 8560 M lcm ! [126].

El pH de trabajo dependié del compuesto utilizado y de cada experimento en particular.
Para las pterinas aromaticas se trabajoé a pH 5,5. De esta manera, en las soluciones de
trabajo s6lo se encontré presente una tinica especie acido-base, la especie protonada ya
que, como se explicé en el Capitulo 3, el pK, de la mayoria de las pterinas aromaéticas
es cercano a 8. En el caso de las pterinas reducidas, se trabajé en condiciones de pH
comprendidas entre 7,0 y 7,4, condicién en la cual se encuentra presente tinicamente
la especie neutra de estos compuestos que presentan valores de pK, cercanos a 10. Las
soluciones de acido y 4lcali utilizadas para llevar a pH se prepararon a partir de una
solucién concentrada del reactivo comercial, en el caso del HCl y, por pesada de granallas,
en el caso del NaOH. Las concentraciones variaron entre 0,1 y 2 M. Las medidas de pH
se realizaron en un pH-metro (PHM220, Radiometer Copenhagen) en combinacién con
un electrodo de pH (pHC3001-9, Radiometer Analytical). La calibraciéon de los equipos
se realiz6 empleando soluciones amortiguadoras comerciales con valores de pH 4,00, 7,00
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y 10,00. Es necesario destacar que no se utilizaron soluciones reguladoras para ajustar el
pH de las soluciones debido a que se sabe que ciertos aniones, como por ejemplo fosfato
y acetato, son capaces de desactivar los estados excitados de las pterinas [58].

Para los experimentos de fotosensibilizacién, las mezclas entre soluciones de sensibiliza-
dor y el nucleétido se realizaron de dos formas. En algunos casos se mezclaron soluciones
del sensibilizador y el nucleétido de igual pH y, en otros casos, se agregé el nucleétido
s6lido a una solucién del sensibilizador de concentracién y pH adecuados para el expe-
rimento a realizar. Antes de iniciar cada experimento se control6 el pH y el espectro de
absorcion de la mezcla.

5.2.2  Soluciones en D0

Para ciertas medidas cinéticas se utiliz6 D,O como solvente en lugar de H,O. Las con-
centraciones de pterinas pueden alcanzar valores de hasta 2 mM, siendo mucho mds
elevadas que en H,O debido a su mayor solubilidad en el solvente deuterado. Se parti¢
de D,O previamente alcalinizada a pD ~ 11 a la cual se agreg6 el sélido a disolver y
se mantuvo bajo agitacion magnética por un periodo de 45 a 60 minutos, sellando los
envases con parafilm, para evitar el intercambio de D,O con H,O proveniente de la hu-
medad ambiente. Luego, las soluciones se traspasaron a envases color caramelo para su
disposicion final y almacenamiento. La concentraciéon se determiné mediante el célculo
del sélido pesado y el volumen de D,O agregado. El pD pD=-log D  fue medido con
el pH-metro nombrado en la seccién 5.2.1 y los valores de pD se calcularon aplicando una
correccién a cada medida de pH dada por la ecuacién 41, donde pH es el valor leido en

el instrumento [127].

pD pH 0,4 (41)

El valor final de pD se alcanzé mediante el agregado con micropipeta de pequefios

volimenes de soluciones relativamente concentradas de NaOD y DCl en D,0.

5.2.3 Condiciones anaerdbicas y de saturacién de Oy

Para realizar ciertos experimentos fue necesario eliminar el O, disuelto en la solucién.
Para tal fin, se prosiguié de la siguiente manera: mililitros de solucién preparada siguien-
do el procedimiento descripto en la seccién 5.2.1, se colocaron en celdas de cuarzo con
dimensiones de 1cm x 1cm o de 1 cm x 0,4 cm, con tapa a rosca y septum de silicona. Se
insertaron dos agujas atravesando el septum superior, una de ellas se introdujo hasta el
fondo de la celda y oper6 como via de entrada del gas (Ar), mientras que la otra se dejo
por encima de la superficie de la solucién actuando como via de salida. De esta manera,
se burbujearon las soluciones con el gas inerte durante, aproximadamente, 20 minutos. La
disposicion de las agujas permite que la presion alcanzada en el interior de la celda sea
idéntica a la presién externa (atmosférica), evitando entonces que se genere una condi-
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cién de sobre-presién en el interior de la celda. Luego, se extrajeron las agujas, retirando
primero la aguja de salida y de esta manera generar una pequefia sobre-presion, luego se
retir6 la aguja de entrada y se cubri6 la parte superior de la celda con parafilm, para evitar
el intercambio de gases y la consecuente pérdida de anaerobiosis.

Para estudiar el efecto de la variacién de la concentracién de O, en diversos procesos,
algunos experimentos se realizaron en soluciones saturadas en O,. En estas condiciones
la concentracion de O, es, aproximadamente, 5 veces superior a la de las soluciones equi-
libradas en aire (1,28 mM a 25 C). Para esto, se procedié al burbujeo de dicho gas de la
misma manera que se realiz6 con el Ar mencionado en el pérrafo previo.

Cabe aclarar que durante los burbujeos, también se elimina el CO, presente en la so-
lucién, el cual estd en equilibrio con H,CO; (4cido débil que, en solucién acuosa, se
encuentra parcialmente disociado) (reacciones 42, 43 y 44).

COZ g COZ ac (42)
CO,,c0 HO HyCOs (43)
H,CO; HCO, H (44)

Por lo tanto, cuando se elimina el CO,, los equilibrios de las reacciones 42, 43 y 44 se
desplazan hacia la izquierda, disminuyendo asi la concentracién de protones, con la con-
secuente alcalinizacién de la solucion. Teniendo en cuenta que las propiedades espectra-
les de las pterinas cambian con el pH (Seccién 3.3) se utiliz6é esta propiedad como un
indicador indirecto del pH de la solucién. Se tomaron los espectros de absorcién de las
soluciones antes y después de burbujear el gas inerte, para asegurar que se mantuviera la
forma acido-base del derivado pterinico deseada para el experimento que se iba a realizar.

Para evitar que la solucién cambie su concentracién, ya que un burbujeo por tiempos
prolongados puede provocar la pérdida de cantidades substanciales de solvente por arras-
tre de moléculas de H,O con la corriente de gas. Los gases que inicialmente se encuentra
libres de H,O se hicieron pasar por una trampa de agua para saturar el gas con dicha
sustancia antes de bubujear el gas en la solucién y se control6 la concentracién de las
soluciones a partir de la medida de los espectros de absorciéon antes de después del bur-
bujeo.

5.3 IRRADIACION ESTACIONARIA DE LAS SOLUCIONES
5.3.1 Sistemas de irradiacion
Para la irradiacion estacionaria de las soluciones en todos los experimentos se utilizaron

lamparas Rayonet Photochemical Reactor Lamp, RPR 3500 A , fabricadas por la empresa
Southern N. E. Ultraviolet Co. Estas ldmparas emiten radiacién de 350 nm, con una ancho



5.3 IRRADIACION ESTACIONARIA DE LAS SOLUCIONES

2,0

1,0+

051

Irradiancia espectral (W m™ nm™)

1 1 1 1 1
"280 300 320 340 360 380 400 420 440

(nm)

Figura 32: Espectro de emisién de la lampara RPR 3500 A

total a mitad del maximo (ATMM) de emisién de la lampara [6] aproximado de 20 nm
(Figura 32).

En general se trabajé con dos sistemas de irradiacion de diferente geometria, lo cual
dependi6 principalmente del sustrato utilizado en los experimentos de fotosensibilizacién.

= Sistema de irradiacion I: una sola lampara Rayonet RPR 3500 A. En general se utiliza-
ron celdas de absorcién de cuarzo (Hellma) de dimensiones 10 por 4 mm y capacidad
volumétrica de 1400 [. La distancia a la ldmpara fue de tres centimetros medidos
desde la cara exterior de la celda hasta la lampara y se irradié en general con un
camino 6ptico de 10 mm y sélo en algunos casos particulares con 4 mm. Las solucio-
nes contenidas en las celdas se homogeneizaron usando un agitador magnético. De
esta manera se logré una mejor distribucién de los reactivos y fotoproductos en el
seno de la solucidn, evitando la acumulacion de estos tltimos en la zona cercana a la
cara irradiada de la celda. Este sistema de irradiacion se utilizé con los nucle6tidos
puricos dGMP y dAMP.

= Sistema de irradiacion II: tres ldmparas Rayonet RPR 3500 A dispuestas alrededor
de una celda de fluorescencia de 10 por 4 mm, dos ldmparas colocadas irradiando
por camino 6ptico 4 mm y la restante por camino 10 mm. En este tipo de sistema
no fue necesario la agitaciéon de la solucién debido a que la radiacién proviene
de todas las direcciones, de esta manera se considera que la solucién esta siendo
irradiada de forma completa y homogénea. Este sistema de irradiaciéon se utilizé
con el nucleétido de pirimidina, dTMP.

Ambos sistemas se ubicaron dentro de una “caja negra”, para evitar el ingreso de luz
proveniente desde el exterior. El tiempo de irradiacién (t;,) fue medido con un cronéme-
tro 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. Ademads, se
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mantuvo invariable la posicion relativa de la celda respecto de la ldmpara entre distin-
tos experimentos de fotdlisis. El volumen de solucién irradiado siempre fue el mismo
en todos lo experimentos, igual a 1000 [. Esto permitié una comparacién directa entre
resultados de distintos experimentos.

5.3.2  Metodologia general para la toma de las muestras

En cada experimento de fotdlisis continua, se extrajeron muestras a distintos tiempos
de irradiacién para su posterior andlisis. Con este fin se adoptaron dos procedimientos

generales:

= Medidas realizadas sobre la misma alicuota de solucién original: se introduce la
solucién en la celda, se la irradia durante un cierto tiempo, se apaga la lampara
y se realiza la medida. Posteriormente se vuelve a encender la ldmpara, se irradia
la muestra durante otro periodo, etc. Se procede asi, irradiando y analizando su-
cesivamente la solucién sin sacarla de la celda. Se procedi6é de esta manera sélo
en los estudios espectrofotométricos de las reacciones de fotosensibilizacién de Bip
en ausencia O, , para monitorear la formacién de un intermediario que reacciona

rapidamente con el O,.

= Medidas realizadas sobre distintas alicuotas de la solucién original: se introduce
una alicuota de la solucién en la celda, se irradia durante un tiempo y se retira la
totalidad de la muestra para ser procesada. Se vuelve a cargar la celda con solucién
fresca y se repite la operacién irradiando un tiempo distinto esta vez, o el mismo
tiempo si lo que se quiere es realizar un duplicado. Este procedimiento se emple6
para la mayoria de los experimentos, principalmente para andlisis cromatogréfico
de las soluciones y andlisis de productos por espectrometria de masas.

5.4 EXPERIMENTOS EN CONDICIONES ESPECIALES
5.4.1 En presencia de yoduro de potasio

Algunos experimentos se realizaron en presencia de desactivadores especificos de esta-
dos excitados. Tal es el caso de algunos iones inorganicos que acttian como desactivadores
de estados excitados de moléculas organicas, en un fenémeno que se conoce como efec-
to del d&tomo pesado [128]. En el presente trabajo, se utiliz6 el anién yoduro (I ) para
desactivar los estados excitados de los sensibilizadores estudiados. El aniéon I en ciertas
concentraciones desactiva tanto estado excitados singletes como tripletes de las pterinas.
Para Ptr los valores de la constante de desactivacién de Sy (kjo= 9 1 10°M s 1)y
de Ty (k= 4,9 0,6 10° M 's 1)son précticamente iguales [129], pero debido a la di-
ferencia en los tiempos de vida de los correspondientes estados excitados (Seccién 4.1), se
puede desactivar selectivamente uno u otro estado eligiendo adecuadamente la concentra-
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cién de I . Por ejemplo, una concentraciéon de 0,1 M es suficiente para desactivar el 9o %
de S;, mientras que para desactivar el mismo porcentaje de T; la concentracién es igual
a 500 M. Considerando que los demds derivados pterinicos oxidados presentardn un
comportamiento similar se utilizaron concentraciones de KI en el intervalo comprendido
entre 500 y 300 M. En estas condiciones casi todos los estados tripletes son desactivados
por el I , mientras que la desactivaciéon de los singletes es menor al 2 %.

El procedimiento general de estos experimentos implica la irradiacién continua de so-
luciones acuosas del sensibilizador y el sustrato en presencia y en ausencia de KI en
idénticas condiciones experimentales (pH, geometria, intensidad de radiacién, concentra-
ciones de reactivos, etc). Luego se compararon las velocidades de consumo de reactivo
en ambas condiciones. En términos generales, si el estado excitado triplete del sensibiliza-
dor es responsable del proceso fotoquimico, en la irradiacién en presencia de yoduro se
observara un inhibicién de dicho proceso.

5.4.2 En presencia de superdxido dismutasa

Para estudiar la posible participacién O, en el mecanismo de las reacciones estudiadas,
se irradiaron soluciones en presencia de SOD. Esta enzima cataliza la dismutacién del O,
en H,O, y O, , elimindndolo del medio de reaccion (reaccion 45).

20, 2H *°"H,0, 0, (45)

Para la preparacion de las soluciones con SOD, utilizé6 una solucién concentrada de la
enzima (1000 U/mi) preparada a partir de una cierta masa del sélido disuelto en agua,
se fracciono la solucién madre en alicuotas de 500 [ y se congelaron para su posterior
uso. Se comprobd la estabilidad de la enzima antes y después de de ser congelada. En
el momento de su uso, se descongeld, se tom¢é una alicuota y se agregé a la mezcla que
contenia el sensibilizador y el sustrato a estudiar. Para todos los experimentos donde se
utilizé SOD la concentracién fue de 50 U/mi, concentraciéon suficiente para eliminar todo
el O, del medio.

Realizando irradiaciones de las soluciones que contienen el sensibilizador, el sustrato
y SOD, en idénticas condiciones experimentales, en comparacién con soluciones de igual
concentracién pero sin el agregado de SOD, se puede evaluar la participaciéon de O,
en el proceso fotosensibilizado. Esto se consigue comparando las velocidades iniciales de
consumo de reactivo para la reaccién fotosensibilizada en presencia y ausencia de SOD.

5.4.3 En HOy D,O

El reemplazo del agua comin por D,0O, o agua pesada, disminuye la velocidad de
desactivacién del 'O, aproximadamente en un orden de magnitud debido a que las fre-

cuencias vibracionales disminuyen. El resultado es que el tiempo de vida del 'O, () en

D,0O es mayor que en H,O ( 0 P20

3 sy 63 s)[130, 131, 132]. Esta caracteristi-
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ca se puede utilizar para evaluar la participacién de esta especie reactiva en un proceso
fotosensibilizado. Para esto, se prepararon soluciones con las mismas concentraciones de
sensibilizador y de sustrato en D,O y H,O (Subseccion 5.2.2) y se irradiaron en las mismas
condiciones para luego comparar las velocidades de consumo del sustrato. Debido a la di-
ferenciaenel en ambos solventes, se esperara un aumento en la velocidad de consumo
de sustrato de aproximadamente un orden de magnitud mayor en D,O en comparacién a
H, O, si el proceso se lleva a cabo exclusivamente por una reaccién quimica entre el 10, y
el sustrato.

5.5 DETERMINACION DEL RENDIMIENTO CUANTICO

Si se tiene una solucién en la cual la Gnica especie quimica que absorbe radiacién, a

determinada , es un soluto, la ley de Lambert-Beer se puede expresar segiin la ecuacién
46,

4, q, 1 10 '€ (46)

donde g, es el flujo foténico absorbido por el soluto que se encuentra en la soluciéon con
una concentraciéon molar C a una determinada qgr es el flujo foténico incidente, es
el coeficiente de absorciéon molar a y [/ es el camino 6ptico. g,, es igual al nimero de
fotones (cuantos, N) por unidad de tiempo, (-}, expresién simplificada: p, %, cuando
el nimero de fotones es constante a lo largo del tiempo considerado). La unidad en el
sistema internacional (SI) es s 1 El término se puede utilizar, alternativamente, con la
cantidad de moles de fotones (einsteins), siendo entonces sus unidades en SI mol s !
[133]. En fotoquimica es mds ttil el pardmetro densidad de flujo foténico (qr‘,/, ), que puede
definirse como el niimero de fotones absorbidos por el soluto por unidad de tiempo y por
unidad de volumen [133]. Si "V" es el volumen de la solucién, la relacién entre g, y q;
viene dada por la ecuacién 47.

a,
B (47)

El  para una reaccién fotoquimica se define como el cociente entre la cantidad de
reactivo consumido o de producto formado y ntimero de fotones absorbidos (ecuacién 48

) [6].

cantidad de reactivo consumido o de producto formado
cantidad de fotones absorbidos

(48)

Si se mide la velocidad de desaparicion de un reactivo ( R/ t ) o la velocidad de apa-
ricién de un producto ( P/ t) puede calcularse el rendimiento cudntico de una reaccién

mediante las ecuaciones 49 y 50.

R/t

(49)
ap,
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P/t
T,

En el presente trabajo de tesis, las velocidades R/ ty P/ tse calcularon a partir de la

(50)

determinacién de las concentraciones de reactivos y productos realizadas con la técnica
cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC). El otro pardmetro que es necesario
determinar es q;/, , para lo cual es imprescindible conocer qgl 6 la densidad de flujo
foténico incidente (qg”v), que es igual al flujo foténico incidente por unidad de volumen
@, /V).

Este ultimo pardmetro se determind mediante una actinometria, cuyo procedimiento
se describird en la siguiente seccién. Es importante destacar que qgl va a depender de
factores geométricos, tales como la distancia de la ldmpara a la celda, las dimensiones de
la celda, camino 6ptico de irradiacién, etc. Por esta razén en todos los experimentos en
los cuales se emple6 el valor de qgr para realizar cdlculos, la geometria del sistema se
mantuvo igual a la del experimento de actinometria.

En el caso particular de las reacciones fotosensibilizadas, se obtuvieron las velocidades
de consumo de reactivo o sustrato sensibilizado en intervalos de tiempo en los cuales se
cumplieran ciertas condiciones. Por un lado, que la absorbancia del sensibilizador utiliza-
do no cambie significativamente en el rango de tiempo de trabajo, con lo cual 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 la  de excitacidon ( cx.) sea des-
preciable respecto a la del sensibilizador. Esta condicién asegura que la luz que llega a la
solucion es absorbida sélo por el sensibilizador, siendo valida la ecuacién 46. En el caso en
el que el sensibilizador utilizado no sea fotoquimicamente estable, la primera condicién se
puede cumplir eligiendo un intervalo de tiempo en donde el consumo del sensibilizador
no supere el 20 %. De lo contrario, si los fotoproductos del propio sensibilizador absorben
radiacién ala .y, se observard un cambio en la velocidad de consumo, que podra ser ma-
yor o menor dependiendo de la eficiencia de dichos fotoproductos como sensibilizadores
del sustrato.

5.6 ACTINOMETRIA

Para determinar qg, se utilizé Aberchrome 540 (Aberchromics Ltd.) [8] como actiné-
metro quimico. Este compuesto es el anhidrido del 4cido (E) -(2,5-dimetil-3-furiletiliden)
(isopropiliden) succinico (DFIS), que al ser irradiado con una longitud de onda entre 310y
370 nm adquiere un color rojo intenso correspondiente al 7,7a-dihidro-2,4,7,7a-pentametil-
benzo[b]furano (7,7a-DHBEF). Este producto posee una banda de absorcién entre 436 y 546
nm y, si es excitado en este intervalo, la reaccién ocurre en sentido inverso. En la Figura 33
se presentan las estructuras quimicas de las dos especies y sus respectivos espectros de
absorcion.
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(a) Estructura quimica de Aberchrome 540.

(b) Espectros de absorcién

Figura 33: Estructura quimica de Aberchrome 540 y espectros de absorcién de los dos isémeros
usando tolueno como solvente.

El Aberchrome 540 puede utilizarse en distintos solventes, pero en este caso se utilizaron
soluciones de tolueno. La

del méximo de absorcién del DFIS no depende de la naturale-
za del solvente ( . prrs  343nm; ppg 6077 M 'cm ). Por el contrario, la  del
maximo de absorcién del 7,7a-DHBF varia considerablemente segtin el solvente en el que
se encuentra disuelto ( ., DHBF 494nm ;

DHBE 8200 M 'cm ! en tolueno). En
el UV, la actinometria se realiza preparando una solucién de DFIS, irradiando a distintos

tiempos y siguiendo la absorbancia del 7,7a-DHBF a 494 nm ( jx) en funcién del tiem-

po. En cambio, a mayores, el isémero que se irradia es el 7,7a-DHBE. La q;/ se puede
calcular a partir de la ecuacién 51,

v 7,7a  DHBF 1
Tp,

(51)
t Ac
donde 4. es el rendimiento cudntico del actinémetro, cuyo valor es 0,2 para la conversién

de DFIS a 7,7a-DHBF por radiacién UV y es independiente del solvente usado.

Segun la Ley de Lambert-Beer:

494
7,70 DHBF A

o (52)
donde A%** es la absorbancia a

494 nm, 494 8200M lcm ! (en tolueno) y 1 es el
camino Optico de la celda en la cual se mide la absorbancia. Por lo tanto, la ecuacién 51

se puede expresar de la siguiente manera:

v A494 / t

1
dp,

i (53)
494 Ac

Para determinar qg , en el intervalo de 310-370 nm, se irradid el actinémetro en la
misma celda donde se realizaron los experimentos de irradiacién continua y con el mismo

camino Optico y volumen de muestra durante diferentes intervalos de tiempo, para cada
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Figura 34: Evolucién de los espectros de absorcién de una solucién de Aberchrome 540 irradiada
con una ldmpara Rayonet RPR 3500 A; y la variacién de la absorbancia a 494 nm en
funcién del tiempo de irradiacién; I 1cm.

A%* en funcion del

uno de los cuales se midi6 la absorbancia a 494 nm. Luego se graficé
tiempo de irradiacién, se realiz6 la regresion lineal de los datos y se obtuvo la pendiente
de la recta. Utilizando la ecuacién 53 se calcul6 q;/, . En la Figura 34 se muestran los
espectros de absorcion obtenidos al irradiar el DFIS con una celda de camino 6ptico 1 mm
y una la ldémpara Rayonet RPR 3500 A separa 3 cm de la celda.

Cuando mds del 99,9 % de la luz es absorbida por el actindmetro, se puede suponer que
q;/’ es aproximadamente igual a qg’lv. De lo contrario, debe realizarse el cdlculo empleando
la ecuacién 46. Este parametro depende siempre de factores geométricos, como el tamafio
de la celda, la distancia comprendida entre ella a la ldmpara, etc. Consecuentemente,
para cada geometria de irradiacion utilizada es necesario tener el dato de la actinometria

correspondiente.
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Para seguir la evolucién de los procesos fotoquimicos estudiados en el presente trabajo
de tesis las soluciones sometidas a irradiaciéon continua, segtn lo expuesto en el Capitulo
5, fueron analizadas empleando diferentes técnicas: i) espectrofotometria UV-visible; ii)
HPLC, acoplada a un PDA y un FL; iii) espectrometria de masas (Ms). Este conjunto de
técnicas fue utilizado en la identificacién, caracterizaciéon y cuantificacion de reactivos y
productos de reaccién, como asi también para obtener informacién sobre los mecanismos

de reaccion involucrados.

6.1 ESPECTROFOTOMETRIA UV-VISIBLE

Esta técnica analitica estd basada en la medida directa de la absorcién de radiacion
electromagnética por parte de una muestra. La absorcién de la radiacién varfa con la
longitud de onda de la radiacién dependiendo de la composicién quimica de la muestra
y es directamente proporcional a su concentraciéon. Un espectro de absorcién UV-visible
no proporciona una clara identificaciéon de un compuesto, pero es muy ttil para observar
cambios en los grupos funcionales de una molécula, debido a que es muy sensible a ellos.
Por ejemplo, las distintas formas acido-base de una misma sustancia pueden claramente
ser distinguidas por las diferencias en sus espectros de absorcién.

En este trabajo de tesis, los espectros de absorcién UV-visible se obtuvieron con los
siguientes espectrofotémetros: UV-1800 (Shimadzu) y S2000 (Ocean Optics) . Estos equipos
permiten obtener espectros en el intervalo de longitudes de onda comprendido entre 190
y 9oo nm. El primero de los equipos mencionados es un espectrofotémetro de barrido
de doble haz, con alta sensibilidad; mientras que el equipo Ocean Optics tiene deteccion
por arreglo de diodos de simple haz. Este equipo es menos sensible y preciso que el
primero, pero tiene la ventaja de dar una respuesta muy rdpida. Ambos poseen programas
adecuados para registrar y almacenar los espectros. Los espectros se realizaron utilizando
H,O como blanco. Para las medidas, se emplearon celdas de cuarzo (Hellma) de 4 6 10
mm de camino 6ptico, que se eligieron segin la absorbancia de la muestra.

Durante los experimentos de irradiacién continua se registraron los espectros de ab-
sorcién a distintos tiempos. Cambios en los espectros de absorciéon durante un proceso
indican inequivocamente una transformacién quimica. Para reacciones fotosensibilizadas,
y en el caso particular donde el sensibilizador no se consume durante la irradiacion, si se
observan cambios en los espectros de absorcién en la regién donde absorbe el sustrato,
se puede afirmar que, efectivamente tiene lugar una reaccion fotosensibilizada. Los datos
obtenidos por esta técnica se utilizaron para realizar graficos y analisis principalmente
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de Absorbancia vs. tiempo, para una dada , que permite evaluar aspectos cinéticos del

proceso.

6.2 CROMATOGRAFIA LIQUIDA CON DETECCION ESPECTROFOTOMETRICA Y FLUO-
ROMETRICA

HPLC es una técnica que se utiliza para separar componentes de una mezcla basdndose
en distintos tipos de interacciones quimicas o fisicas generadas entre las sustancias ana-
lizadas y la columna cromatogréfica. En esta técnica, el compuesto atraviesa la columna
cromatogréfica (fase estacionaria) mediante el bombeo del solvente (fase movil). Como
la fase estacionaria estd compuesta por particulas pequefias densamente empaquetadas,
ofrece gran resistencia al flujo de la fase mévil, por lo cual se requiere una alta presién
para que el solvente fluya a una velocidad adecuada. El tiempo que tarda un compues-
to en ser eluido de la columna se llama tiempo de retencién (t,), el cual depende de la
naturaleza misma del compuesto, de la composicién de la fase estacionaria y de la fase
movil. Se denomina cromatograma a la gréfica de la sefial en funcién del tiempo de co-
rrida. Esta sefal es un valor dado en unidades arbitrarias (u.a.). En el caso de utilizar
detector PDA, la sefial es proporcional a la absorbancia de la solucién a la longitud de
onda seleccionada. También se pueden utilizar otras propiedades para la deteccion, tales
como la fluorescencia, el indice de refraccién, o la conductividad, entre otras. En este tra-
bajo se utiliz6 esta técnica con dos objetivos fundamentales: para obtener los perfiles de
concentracién de consumo de reactivo y formacién de productos que tienen lugar a lo
largo de una reaccién, y para identificar productos de reaccién.

Para estas medidas se emple6 un equipo Shimadzu Prominence LC-20A (Figura 35 ). Este
equipo cuenta con un médulo de distribucién de solventes (LC-20AT), un desgasificador
en linea (DGU-20A5), un médulo controlador (CBM-20), un inyector programable (SIL-
20A HT), un horno (CTO-10AS-VP). Este equipo cuenta con dos sistemas de deteccién
acoplados al equipo. Uno de ellos es un detector espectrofotométrico UV /VIS (SPD-M20A,
Shimadzu), el cual permite hacer un monitoreo a todas las  entre 200 y 8oo nm. El
segundo, es un detector de emisién de fluorescencia (RF-M20A) que permite fijar la ¢y,
entre 300 y 600 nm, la sefial de emisién se puede registrar a dos longitudes de onda
simultdneamente en un rango comprendido entre 300 y 8oo nm. El equipo posee un
programa de adquisicion de datos (LC Solution) que permite registrar y analizar las sefiales
provenientes de ambos detectores y extraer los espectros de absorcién de cada uno de los
productos obtenidos con el detector PDA.

En los diferentes ensayos se us6é una columna de fase reversa, Synergi 4 m POLAR-RP
80A (150 x 4,6 mm, 4 mm, Phenomenex). La fase estacionaria posee grupos fenilo unidos
con una funcién éter a las particulas con protecciéon hidrofilica disefiada para maximizar
la retencién y la selectividad de los analitos polares y aromaticos. Su principal ventaja
reside en que es una columna mucho mads estable para realizar corridas en las cuales la

fase movil tiene un alto porcentaje de fase acuosa. Como fase mévil, se utilizaron distintas
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Figura 35: Fotografia del equipo HPLC Shimadzu Prominence LC-20A: (A) PC y software para el
andlisis de los datos (LC Solution) (B) desgasificador; (C) médulo de distribucién de sol-
ventes; (D) médulo controlador; (E) detector de fluorescencia (FL); (F) detector UV /vis
(PDA); (G) inyector programable; (H) horno y columna.

mezclas segtin los compuestos a analizar. A continuaciéon se expresa la composiciéon de
dichas mezclas como relacién de voltimenes y el pH corresponde a la solucién acuosa

antes mezclarse con el solvente organico:
= Fase mévil I: 97 % 25 mM Acido férmico y 3% metanol, pH = 3,2 a flujo 1 ml/min.
= Fase mévil IT: 100 % 25 mM Acido férmico pH = 3,2 a flujo 1 ml/min.

Para la cuantificacién de las sustancias separadas por esta técnica, se realizaron curvas de
calibracién empleando soluciones patrén. Se prepararon las soluciones de mayor concen-
tracién por pesada y luego se prepararon soluciones de menor concentraciéon por dilucién
con H,O y se inyect6 siempre el mismo volumen en el HPLC. A partir de los cromato-
gramas se integré el drea de los picos y se construyeron curvas de drea en funcién de la
concentracién. A estas se le aplicé una regresion lineal de la cual se obtuvo una pendien-
te, cuyo valor seria posteriormente utilizado como factor de conversiéon. Las curvas de
calibracion se realizaron para todas las sustancias que se necesitaba cuantificar y en las
mismas condiciones de corrida en las cuales se realizaron luego los distintos experimen-
tos de fotosensibilizacién. El programa de adquisicion de datos, LC Solution, con el cual
cuenta el equipo permite realizar las curvas de calibraciéon y calcular la concentracién de

los picos cromatogréficos automdticamente.
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63 CROMATOGRAFIA LIQUIDA CON DETECCION POR ESPECTROMETRIA DE MASAS

La espectrometria de masas se utiliza para determinar con gran precisiéon la masa de
ciertos compuestos y, por consiguiente, ayudar a su identificacion. El espectrometro de
masas genera la ionizacién de moléculas que luego, mediante un campo eléctrico y/o
magnético, se separan en funcién de su relacién masa/carga (/z). Cuando este haz de
iones formado alcanza el detector produce un patrén especifico, que permite caracterizar
el compuesto bajo andlisis.

La cdmara o fuente de ionizacién es el elemento que convierte los componentes de una
muestra (analito) en iones, obteniéndose asi un haz de iones positivos o negativos. Existen
distintos tipos de fuentes de ionizacién, en este caso, el equipo utilizado posee ionizacién
electrospray (ESI). En este tipo de fuente se producen grandes gotas cargadas por “ne-
bulizacién neumatica”; por ejemplo, cuando se fuerza a pasar la solucién del analito a
través de una aguja, donde al final de ésta se aplica un potencial; el potencial usado es
suficientemente alto para dispersar la solucién que sale en pequerias finas gotas cargadas
todas a la misma polaridad. El solvente se evapora, disminuyendo el volumen de la gota
y aumentando la concentracion de la carga en la superficie de la gota. Eventualmente, en
el limite de Rayleigh, la repulsién culémbica supera la tensioén superficial de la gota y ésta
explota. Esta explosion culémbica forma una serie de gotas més pequefias y menos carga-
das. El proceso de disminucién de volumen seguido de la explosién se repite hasta que
se logran formar iones individuales cargados del analito “puro”. Las cargas estdn estadis-
ticamente distribuidas en todos los sitios de carga disponibles del analito, dando lugar a
la posible formacién de multiples iones cargados en las condiciones correctas. Aumentar
la velocidad de evaporacién del analito introduciendo un flujo de gas desecante a contra
corriente a los iones aumenta el grado de cargado multiple.

Luego, los iones pasan al analizador de masas, donde su trayectoria o velocidad son
afectadas mediante un campo eléctrico o magnético. El dispositivo mas utilizado para tal
fin es el cuadrupolo, que posee un conjunto de cuatro barras cilindricas de metal que
sirven de electrodos del filtro de masas. Los iones de la fuente son acelerados por un
potencial de 5 a 15 V e introducidos en el espacio entre las barras. Cada par de barras
opuestas se conectan a un polo positivo y a un polo negativo y se aplica un potencial
de voltaje variable de corriente alterna. Esto hace que los iones dentro de un intervalo
limitado de valores de /z, circulen con una trayectoria rectilinea y lleguen al detector. El
centro de esta banda puede variarse ajustando los potenciales de corriente. Otro analiza-
dor utilizado es el tiempo de vuelo (TOF) (por su nombre en ingles, time of flight), donde
la separacién se genera fundamentalmente por las distintas velocidades de vuelo de los
iones y el tiempo que tardan en llegar al detector. El espectrometro de masas TOF es el
mas simple de los analizadores de masas y tiene una muy alta sensibilidad en virtualmen-
te un rango ilimitado de masas. Los iones de la muestra se generan en una zona fuente,
en el equipo, por cualquiera de los métodos de ionizacién. Un potencial V se aplica a lo
largo de toda la fuente para extraer y acelerar los iones de la fuente hacia la zona libre de
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campo. En un caso ideal, todos los iones producidos saldrdn de la fuente al mismo tiempo
con la misma energia cinética, debido a que fueron acelerados por la misma diferencia de
potencial. En este caso, los iones analizados por la técnica TOF, dependerdn solamente
de la masa y de la carga producida en el ion. Descartando el tiempo de extraccién de la
fuente, la férmula bésica para el andlisis de masas por TOF esta dada por la ecuacién 54,

2

m; ti
—  2eEl; —

donde m; es la masa del ion del analito, z; es la carga del ion del analito, E es el campo
de extraccion, t; es el tiempo de vuelo del ion, I; es la longitud de la fuente, /; es la re-
gi6n libre de campo magnético y e es la carga electrénica (1,6022 10 ! C).Finalmente, el
detector registra la carga inducida o la corriente producida cuando un ién pasa cerca o
golpea una superficie. Generalmente, se utiliza un cierto tipo de multiplicador de electro-
nes (electromultiplicador), cuyo funcionamiento se basa en el efecto cascada producido al
impactar un determinado ion (o iones) en el mismo.

La técnica de MS puede ser utilizada en tdndem, donde el término “tdndem” indica
el uso de una segunda etapa de andlisis de masas en el mismo experimento. Esto da lu-
gar a la capacidad de estudiar selectivamente iones especificos en una mezcla compleja
para obtener informacién estructural sobre ese ion. Acoplando dos analizadores, separa-
dos por una cdmara de colisiones se puede obtener mas informacién de la molécula. El
primer analizador se usa para seleccionar el ion de interés. Este ion se hace pasar luego
hacia la cdmara de colisiones, la cual, usualmente se encuentra presurisada con un gas
inerte. La colisiéon del ion con los 4tomos en la cdmara pueden inducir la disociacién del
ion. A este proceso se le conoce como Disociacién Inducida por Colisién (CID). El ion
original se le llama “ion precursor” y a los iones disociados se les conoce como “iones
producidos”. Estos iones producidos luego se analizan en el segundo espectrémetro de
masas dando lugar a un espectro de masas de iones producidos del ion original. Estos
andlisis se conocen como MS" en donde “n” significa el nimero de etapas de andlisis de
masas. Un espectro MS? 0 MS/MS de iones producidos contiene dos etapas de anélisis.
Los espectros MS/MS proporcionan informacién estructural mediante el establecimiento
de relaciones entre los iones precursores y sus fragmentos producidos por las colisiones.

En este trabajo se utiliz6 un espectrémetro de masas en tindem, MS/MS, acoplado a
un equipo de cromatografia liquida de ultra rendimiento (UPLC) (Ultra Performance Liquid
Chromatography). El equipo MS/MS utilizado XevoG2QTof (Waters) estd acoplado a un
UPLC (Waters), se operé con una con una columna Acquity UPLC BEH Shield RP18 (1,7

m; 2,1 x 100 mm) y solvente de corrida (Seccién 6.2 Iy II). La ionizacién ESI fue utilizada
en modo positivo (ESI ) y negativo (ESI ). Los voltajes del capilar, cono y lentes RF
fueron de 3,5 kV, 35 V y 40 V, respectivamente. La temperatura de la fuente fue de 120

C y la de desolvatacion fue de 150 C. La energia del gas de colisiéon (Ar) se fijé en 10
eV. Se utiliz6 N, como gas nebulizador. El analizador cuadrupolo (MS;) posee una alta
resolucion y estabilidad, mdas pre-filtros para maximizar la resolucién y la transmision,
mientras que previene de la contaminacién. El analizador de masas TOF (MS,) de alto
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rendimiento, por su parte, es capaz de detectar un valor de /z con incertidumbre en el 4
decimal. Los datos se adquirieron y analizaron con el programa Masslynx 4.1 (Waters).
La técnica de UPLC utiliza una nueva tecnologia de particula para cromatografia liqui-
da, un disefio de columnas, inyectores, bombas y detectores diferentes capaces de trabajar
a muy alta presién. La combinacion en las prestaciones de las columnas rellenas de ma-
terial hibrido con tamafio de particula inferior a 2 m y la capacidad del sistema UPLC
de suministrar la fase moévil a alta presién y con una minima dispersién produce como
resultado picos més estrechos y més concentrados. Este equipo, ademads de los detectores
de MS en tdndem, posee acoplados un detector UV-vis que trabaja a una longitud de onda
fija. Los cromatogramas en este equipo, entonces, corresponden a gréficas de absorbancia
en funcién del tiempo de corrida , o bien con el detector de MS se puede generar un cro-
nograma de la intensidad de la sefial detectada, para un valor de /: fijo, como funcién
del tiempo de corrida. Ambas intensidades son directamente proporcional a la cantidad

de analito presente en la muestra.



TECNICAS ESPECTROSCOPICAS AVANZADAS

En el presente trabajo de tesis se realizaron experimentos para la caracterizacién foto-
fisica de los sensibilizadores, para estudiar la interaccién de estados excitados con los
sustratos, y para detectar la formaciéon y consumo de intermediarios de reaccion. Pa-
ra ello se utilizaron técnicas espectroscpicas avanzadas, que se pueden dividir en dos
grandes grupos: i) espectroscopia de emision (estacionaria, y con resolucién temporal); ii)
espectroscopia de absorcion triplete-triplete por fotdlisis de destello laser con resolucién
temporal.

7.1 ESPECTROSCOPfA DE EMISION
7.1.1  Descripcion del equipo

Las medidas de emision de fluorescencia, fosforescencia en regién visible a 77 K, y las
medidas de emisién de fosforescencia del oxigeno singlete a temperatura ambiente en
la region del infrarojo cercano (NIR), registradas en modo estado estacionario y con re-
solucion temporal se realizaron empleando un espectrofluorémetro FluoroLog-3, Horiba
Jobin Yvon (Figura 36 ). Este fluorémetro emplea la técnica recuento de fotones individua-
les correlacionados temporalmente (TCSPC), por su nombre en ingles Time-Correlated Single
Photon Counting. Es un equipo modular en forma de "T" (Figura 37 ), cuenta con tres mo-
nocromadores, uno de excitaciéon y dos de emision, esto a su vez permite la disposicién
de tres detectores diferentes que permite registrar la emisién en un amplio rango espec-
tral y trabajar en distintas escalas de tiempo. En la Figura 36 se muestran los distintos
componentes del equipo, los cuales se pueden dividir de la siguiente manera:

= fuentes de excitacién: (A-1) ldmpara de Xenon estacionaria (CW 450W), (A-2) lam-
para de Xenén pulsada (UV xenon flash tube) y (B) LEDs pulsados (NanoLEDs de
340 y 460 nm y SpectraLED de 370 y 560 nm);

= monocromadores: (C) de excitaciéon (330 nm blaze grating), (D) de emisién en la
region del NIR (1000 nm blaze grating); y (E) de emisién para el UV-visible (iHR320,
con dos redes de difraccién, 330 y 500 blaze).

» detectores: (F) diodo de referencia para monitorear la intensidad de la ldmpara de
Xe luego de pasar por el monocromador C, (G) R-928 para medidas estacionarias en
el UV-visible (entre 240-850 nm), (H) TBX-04 para medidas rédpidas en el UV-visible
(entre 182-650 nm), y (I) Hamamatsu H10330-45 para medidas en el NIR (entre 950-
1700 nm).
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Figura 36: Fotografia del espectrofluorémetro FluoroLog-3, Horiba Jobin Yvon.

Figura 37: Esquema con la descripcion de las partes que componen el espectrofluorémetro
(FluoroLog-3, Horiba Jobin Yvon). Partes: (A-1) lampara de Xe estacionaria (CW 450W),
(A-2) ldampara de Xe pulsada, (B) LED, (C) monocromador de excitacién, (D) monocro-
mador de emisién en la regién del NIR, (E) monocromador de emisién UV-visible, (F)
detector de referencia, (G) detector R-928, (H) detector TBX-o04, y (I) detector Hamamat-
su H10330-45.



7.1 ESPECTROSCOPIA DE EMISION

7.1.2  Fluorescencia

7.1.2.1  Espectros de emision en estado estacionario

La emisién se observa cuando una molécula excitada pierde el exceso de energia en
forma radiativa (Capitulo 1). Un espectro de emision es un registro de la intensidad de
la emisién como funcién de la longitud de onda y depende de la estructura quimica de
la molécula y del solvente en que la misma estd disuelta [2]. Los espectros de emision,
al igual que los espectros de absorcion, dan informacién relacionada con los niveles de
energia de los orbitales de las moléculas, y permiten, por ejemplo, estimar la diferencia de
energia entre los estados electrénicos involucrados en una transicién. Como se explicé en
el Capitulo 1, hay dos formas de emitir radiacién desde un estado excitado, fluorescencia
y fosforescencia. La primera corresponde a transiciones sin cambio de multiplicidad de
espin, mientras que la segunda a transiciones entre estados de distinta multiplicidad.

Para analizar la emision de una muestra en el equipo descripto en la Subseccién 7.1.1 se
utilizo la fuente de excitacion A-1 en la regiéon UV-A ( .xc= 340 nm). La .y, Se selecciona
haciendo pasar el haz de luz de excitacién por un monocromador (C, Figura 37). La
muestra, colocada en celdas de cuarzo, recibe la radiacién de excitacién en una cara de la
misma. Posteriormente a la absorcién, la muestra emite radiacion en todas direcciones. La
radiacién emitida perpendicularmente a la direccién del haz de excitacion, es dispersada
en un monocromador de emisién (E, Figura 37). A la salida del mismo se ubica un detector
(G) que mide la cantidad de radiacién emitida a una determinada longitud de onda de
emision ( ;). Para obtener un espectro de emision se excita la muestra siempre con la
misma .y y se barre un rango de con la red de ,,; con el monocromador de emisién
para que el detector pueda registrar la radiacion emitida en funcién de ;.

Todas las medidas de fluorescencia se realizaron en soluciones acuosas. Se emplearon
celdas de cuarzo de 1 cm de camino 6ptico. Se registraron los espectros de emision corre-
gidos (el equipo corrige autométicamente la respuesta del fototubo y del monocromador
de emision, utilizando el detector G) entre 360 y 650 nm, excitando con radiacién de
correspondiente a la banda de menor energia de las pterinas (340 nm).

7.1.2.2 Emisién con resolucién temporal

En las técnicas resueltas en el tiempo se genera una cierta poblaciéon de moléculas
en estados electrénicamente excitados mediante un pulso de radiacién electromagnética.
Luego de dicho pulso se estudia alguna propiedad del sistema como una funcién del
tiempo. Tal propiedad puede ser la emisién de un compuesto. De esta manera se pueden
estudiar la fluorescencia y la fosforescencia con este tipo de técnicas. El decaimiento de
la fluorescencia es generalmente mucho maés rdpido que el correspondiente al proceso de
emision fosforescente. Ya que en este caso la transiciéon ocurre desde un estado excitado
singlete, r es el tiempo de vida de dicho estado. Para medir este pardmetro se debe excitar
la muestra con un pulso de luz muy corto de apropiada y registrar el decaimiento de la
fluorescencia en funcién del tiempo. El pulso de luz genera un cierto nimero de moléculas
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en estado singlete excitado (N ). La velocidad con que decrece N puede describirse con
la ecuacién 55,

N
— kN (55)
donde k. es la constante de velocidad de emisién espontédnea, y es igual a la sumatoria de
todas las vias de decaimiento del singlete (Seccion 1.1). La integral definida de la ecuacién

55 entre cero y un tiempo “t” da como resultado la ecuacién 56,

N, N, exp k! (56)

donde N; y N, son el nimero de moléculas en estado excitado a un tiempo t y 0, respec-
tivamente. Por ello se espera que la intensidad de fluorescencia, que es proporcional al
nimero de moléculas en el estado excitado, tenga un decaimiento exponencial. Teniendo
en cuenta estas consideraciones, el r se define como el tiempo requerido para que la
intensidad de fluorescencia disminuya en un factor de 1/e de su valor inicial. Esto queda
expresado en la ecuacion 57,

F le (57)

Para realizar las medidas de este pardmetro se trabaj6é con el equipo FluoroLog3, y
se utiliz6 como fuente de excitacién NanoLEDs con un mdaximo de emisién a 341 y 460
nm dependiendo de la muestra. Los fotones emitidos por la muestra pasan a través del
monocromador de emisién E fijo en 450 nm, y son registrados con el detector H trabajando
en el modo TCSPC.

El principio de la técnica TCSPC es la deteccion de fotones individuales y la medicién
de sus tiempos de llegada al detector con respecto a una sefial de referencia que es, por lo
general, la fuente de excitaciéon. TCSPC es un método estadistico por lo tanto, se necesita
una fuente de luz pulsada con una alta taza de repeticiéon (por ejemplo un LED) para
acumular una nimero suficiente de eventos (fotones individuales que llegan al detector)
para una precision estadistica de los datos. Para comprender la electrénica necesaria para
la técnica de TCSPC se puede hacer un anologia con un cronémetro rapido con dos entra-
das. El reloj se inicia con el pulso de la sefial de la fuente de excitacién (start) y se detiene
con el pulso de la sefial del detector (stop). El tiempo medido por una secuencia start-stop
estard representada por un aumento de un valor de memoria en un histograma, en el que
los canales en el eje "x" representa el tiempo. El histograma resultante, cuentas vs. canales
representardn la intensidad de fluorescencia en funcién del tiempo. Por razones estadis-
ticas es indispensable asegurar que se detecte un tnico fotén por evento. Los eventos de
fotones multiples afectardn a la estadistica del histograma y por lo tanto generan medicio-
nes erréneas. Para asegurese que se detecte un sélo un fotén por destello de la fuente de
excitaciéon se mantiene baja la tasa de emisién en comparacién con la tasa de la fuente de
excitacion, generalmente 2 % o inferior. Cuando se utiliza una fuente de excitacién con un

tasa de repeticion alta, como en el caso de los NanoLEDs (1 MHz), se utiliza la técnica de



7.1 ESFECTROSCOFIA DE EMISION
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Figura 38: Esquema de TCSPC funcionando en modo reverso.

TCSPC en modo reverso. Donde el cable de sefial que lleva la alta tasa de recuento de la
fuente de luz de excitacién se conecta a la entrada de la sefial de stop y la tasa de repeti-
cién baja esta conectado a la sefial start. El inconveniente es que los pulsos de la referencia
de la fuente de luz necesitan estar desplazado un determinado tiempo, este retardo debe
ser ligeramente mas largo que la escala de tiempo elegido para la medicién (Figura 38 ).
La llegada de cada uno de los fotones emitidos se correlaciona con referencia al evento
de excitacién por un convertidor de tiempo-amplitud, que en esencia convierte la sefial
en voltaje, el cual es proporcional al tiempo transcurrido entre cada ciclo start-stop. Luego
un analizador multi-canal almacena la sefial y construye el histograma de la distribucién
de los fotones en el tiempo, que es equivalente a decaimiento de la fluorescencia. Este
histograma tipicamente posee varios miles de fotones.

Una vez generada la sefial de cuentas en funcién de tiempo, para la determinacién de
los parametros cinéticos a partir del decaimiento es necesario tener en cuenta la respuesta
temporal del instrumento. Esto se consigue registrando el perfil temporal de la fuente de
excitacién (prompt) utilizando como muestra un solucién que disperse la luz, colocando
el monocromador de emisién a la misma longitud de onda de la fuente de excitacién
y manteniendo todos los deméds parametros instrumentales iguales a los de la muestra.
Esta respuesta instrumental corresponde a una funcién P (t). El programa utilizado para
el anilisis de datos (DAS6) provisto por el equipo, combina datos la sefial de la muestra,
F (t)y P (t). Mediante el método estadistico de convolucién de minimos cuadrados calcula
la funcién i () que ajusta mejor a los datos del decaimiento de la sefial, F (), aplicando la

ecuacién 58, donde ® representa la convolucién entre las funciones P () y i(t).
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Ft Pt it (58)

El mejor ajuste genera un valor cercano a 1 del pardmetro estadistico chi cuadrado ( 2). En
el caso de que la muestra contenga una tnica especie emisora, i f serd monoexponencial
(ecuacién 56), pero el método de calculo del programa permite el uso de funciones multi-
exponenciales de hasta 5 componentes.

7.1.2.3 Espectros de emisién con resolucion temporal

El procedimiento de mediciéon de los espectros de emisiéon con resolucién temporal
(TRES) o por su nombre en ingles, time-resolved emission spectra, consiste en registrar decai-
miento de la sefial de emision de fluorescencia en funcién del tiempo a una determinada

emi Y @UNa ey fija, durante un tiempo de andlisis predeterminado (por ejemplo, 60 s).
Este procedimiento se repite realizando un barrido en un rango de ,,; con el mono-
cromador de emisioén. De esta manera se genera una matriz de datos con tres variables,
intensidad de cuentas, tiempo de decaimiento y ;. En estos experimentos se utiliz6 la
fuente de excitaciéon B, en particular un NanoLED, el monocromador E y el detector H
(Figura 37). La sefial de decaimiento de fluorescenica se registré con el detector H fun-
cionando en el modo TCSPC, tal como se explicé en la subsecciéon 7.1.2.2. El uso de este
método permite discriminar especies con r diferentes, los espectros de emision de las es-
pecies con r menores seran predominantemente encontrados en tiempos de decaimiento
mas cortos, mientras que solo las especies con mayor r se encuentran en los tiempos maés
largos. Es decir, que permite resolver sistemas de mezclas de fluroré6foros que emiten en la
misma region espectral pero con diferenciasenel ryenel r.Estatécnica estd limitada
por la resoluciéon temporal, las diferencias entre los r de las especies y la cantidad de las
especies a resolver.

El programa con el que cuenta el equipo, DAS6, permite realizar un andlisis global de
la matriz de datos generada al registrar los TRES, de esta manera es posible descomponer
un espectro de emision registrando en estado estacionario de una mezcla de fluoréforos
como la suma de los espectros individuales obtenidos en el modo TRES y asociarlos con
los r de cada especie en particular. En este método, al igual que en la subsecciéon 7.1.2.2,
los pardmetros cinéticos de la sefial se calculan mediante la convolucién aplicando la
ecuacion 58 para cada sefial de decaimientos registrada el rango de ., seleccionadas en
el espectro TRES, donde I t en este caso corresponde a la ecuacién 59,

-

n
It iexp i (59)
i1

donde ; es el factor pre-exponencial y ; es el tiempo de vida de cada especie. Los
r calculados son valores promedio de todos los decaimientos registrados a cada i,
mientras que ; varia con ,,; lo cual permite construir el espectro de emisién asociado a

un determinado f.
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Figura 39: Dispositivo para las medidas de fosforescencia a 77 K.

7.1.3 Fosforescencia a 77 K en la regiéon UV-visible

7.1.3.1 Fosforescencia en estado estacionario y con resolucién temporal

La fosforescencia es la emisién de un fotén desde el estado excitado triplete, donde el
electrén en el estado electrénico excitado tiene el mismo nimero cudntico de spin que en
el estado fundamental. Por lo tanto esta transicion esta prohibida por spin, lo que impli-
ca que la velocidad de desactivacion radiativa por emisién fosforescente es bastante baja
(10> 10%s 1), es decir que los tiempos de vida de fosforescencia tipicos son del orden
de los milisegundos o incluso segundos. Por otro lado, no es comtn observar emisién
fosforescente en soluciones acuosas a temperatura ambiente. Esto se debe a que existen
diversos procesos de desactivacién que compiten con la emisién, principalmente desacti-
vacion no radiativa con el solvente y desactivacion del triplete por el O, molecular [2].

Por lo antes expresado, registrar los espectros o decaimientos de fosforescencia presen-
tan cierta dificultad experimental. Para evitar la desactivacion no radiativa que compite
con la emisién es necesario trabajar a baja temperatura, 77 K que equivale aproximada-
mente a -200 C. Para llegar a esta temperatura fue necesario enfriar las solucién con
nitrégeno liquido. La muestra se coloc6 en una celda de cuarzo especial para este tipo de
medidas (Figura 39 ), y se sumergié muy lentamente dentro de un vaso Dewar que con-
tiene nitrégeno liquido en su interior. El vaso Dewar puede mantener el nitrégeno liquido
sin evaporarse por completo ni formar condensacion en las paredes durante 30 minutos
aproximadamente. Ninguna medida de fosforescencia requiri6 mds de 15 minutos, por
lo tanto no fue necesario una corriente de nitrégeno para eliminar la condensacién de la
humedad ambiente en el exterior del vaso Dewar.

Con respecto a la preparacién de las muestras, fue necesario trabajar en un solvente no
acuoso, debido a que el agua es una de las pocas sustancias que aumenta el volumen en la
transicién de fase liquido-sélido. Por lo tanto para prevenir la posible ruptura de la celda
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por la dilatacién del solvente al solidificarse, se trabajé en un solvente organico adecuado.
Se prepararon soluciones disolviendo las pterinas estudiadas en etanol absoluto, para
favorecer la solubilidad se agregaron 10 [ de NaOH 1M. En todos los experimentos se
trabajo con soluciones de pterinas de absorbancia 0,1 a 340 nm.

Como fuente de excitacion se utilizé la ldampara A-2, el monocromador E y el detec-
tor G (Figura 37). Hay cuatro pardmetros instrumentales para ajustar en la medida de
fosforescencia:

» retraso inicial, determina el tiempo entre el flash de la lampara y el inicio de la
adquisicion de datos en el detector. Este valor debe ser lo suficientemente grande
para eliminar la emisién de la lampara de excitaciéon, que posee un ancho medio
temporal de 3 s, y la emision de fluorescencia. Con un valor igual a 50 s la emisién
registrada corresponde solo a la emision fosforescente de la muestra;

» ventana de andlisis, éste pardmetro debe fijarse entre 5 a 10 veces el tiempo de vida
de fosforescencia ( p) de la muestra;

= tiempo por flash, es la inversa de la velocidad de disparo de la ldmpara pulsada. Los
valores permitidos van desde 0.03 a 25 Hz. Este valor debe ser lo suficientemente
grande para permitir que el detector registre la sefial correspondiente a la ventana

de anélisis antes del siguiente flash;

= ndmero de flash, es el nimero de disparos que contribuyen a cada punto. La sefial
es registrada para cada flash e integrada por el nimero total de disparos, por lo
tanto la intensidad de emisién fosforescente serd directamente proporcional a este

parametro.

Para las medidas en estado estacionario, un determinado ntimero de disparos de la 1am-
paraauna . fija (340 nm) inciden sobre la muestra y se registra la emision fosforescente
a una ventana de tiempo fijo, que generalmente corresponde a un valor igual a dos veces
el p de la muestra. El espectro se construye con la intensidad de emisién detectada en
funcién de ;.

Para las medidas con resolucién temporal, nuevamente un determinado ntimero de
disparos de la ldmpara a una .y fija (340 nm) inciden sobre la muestra y se registra la
emision fosforescente a una ,,; fija, que corresponde al maximo de emisién de la mues-
tra, en una ventana de andlisis 6ptima. La sefial registrada corresponde a la intensidad de
fosforescencia en funcién del tiempo. El decaimiento se ajust6 con una funcién exponen-
cial, similar a la ecuacién 56 utilizando el programa de andlisis del equipo (FluorEssence).

7.1.4 Oxigeno molecular singlete

El mecanismo de generacién fotosensibilizada del 'O, consiste en la transferencia de
energia desde una molécula electrénicamente excitada o Sens al O, disuelto en el medio.
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Consecuentemente, el sensibilizador vuelve al estado basal, y el O, queda en su estado
excitado singlete (reacciones 60 y 62).

Sens " lsens " 3Sens (60)
3 kar

Sens Sens (61)

3 ket :

Sens 30, Sens Oy (62)
ket

3Sens 30, Sens 0, (63)
K

3Sens  Q Sens Q (64)

0

En ausencia de un desactivador, el esta dado por el ecuacioén 65,

oy (65)

con

o

o _kay 02 66

et k koz 30 ( )
d tr 2

donde 7 es el rendimiento cudntico de produccién de estados excitados tripletes,  es

la eficiencia de la transferencia de energia entre el triplete del sensibilizador y el O, para

1

producir 10, en ausencia de un desactivador (Q), kety en s es la constante de velocidad

1 es la constante de velocidad de decaimiento unimo-

de transferencia de energia, k;, s
lecular del triplete del sensibilizador en ausencia de O; y k?TZ M s 1 es la constante
de velocidad de desactivacion total del triplete del sensibilizador por O, (que incluye la
transferencia de energia (kng) y la transferencia electrénica ( kg%T ).

La desactivacion del 'O, puede ocurrir en forma no radiativa (transferencia de energia
al solvente) o radiativa (emitiendo luz). En presencia de otra sustancia capaz de actuar
como desactivador, deben considerarse las vias de desactivacién del 'O, por reaccién qui-
mica y por interaccion fisica. Las ecuaciones 67 a 70 detallan las reacciones correspondien-
tes a cada una de estas vias de desactivaciéon junto con las correspondientes expresiones

matemaéticas de sus velocidades de reaccion.

302 v ky 1 0O (67)

350, h (68)

1o, @ " Q %0, v K 0, Q (69)
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Y

‘02 Q 7 Q0 v K 02 Q (70)
En una solucién que contiene un sensibilizador de 'O, que estd absorbiendo radiacion,
la velocidad de generacién de 'O, viene dada por la ecuacién 71,

102 v

— (71)
donde 5¢ es el rendimiento cudntico de produccién de 'O, del sensibilizador. En ex-
perimentos de irradiacién continua, y sin interferencias producidas por interacciones del
Sens con otras sustancias, la concentracién de Sens no cambia y la velocidad de produc-
cién del 1O, es constante. La velocidad de consumo de 10, sera igual a la suma de todas
las vias de desactivacién planteadas en las ecuaciones 67 a 70. En condiciones de esta-
do estacionario la velocidad de formacién y consumo de 'O, serdn iguales, esto queda
expresado por la ecuaciéon 72.

102

p gy, ki 02k 102

k¢ 0, @ Ko, Q0 (72)

De la ecuaciéon 72 se puede despejar la concentracién de 'O, de estado estacionario
(1O, <), €cuacion 73,

q7
1 p, 14
O (
2 ss kg kp kqQ Q er Q . 73)
donde es el tiempo de vida del 'O,, en presencia de Q ( m ).
d P t

. . . 0 .
En ausencia de Q y teniendo el cuenta las reacciones 67 y 68, la 10, s viene dada por
la ecuacién 74,

1A, ° ’ L];,/ 0.V 0
O 7
donde ?esel tiempo de vida del 10,, en ausencia un desactivador ( ﬁ ).
d

P
Por otro lado, en experimentos con resolucién temporal, el decaimiento de la emisién

fosforescente del 'O, sigue una cinética de primer orden, segtn la ecuacion 75,
_t
St Siexp (75)
donde S; es la sefial registrada por el detector NIR, y es proporcional a la concentracién
de 'O, a un tiempo dado “t”; y S; es el factor pre-exponencial, el cual es proporcional a la
concentracion inicial de 10, al tiempot 0.
Las medidas se realizaron con el espectrofluorémetro empleando como fuente de exci-
taciéon A-1, para las medidas en estado estacionario y A-2 para las medidas con resolucién
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temporal, el monocromador Dy el detector I acoplado al equipo (Figura 37). El equipo per-
mite la deteccién del 'O, bajo irradiacién continua o bien en el modo resuelto en el tiempo.
Ambos modos consisten en la medida de la luminiscencia del 1O, a 1270 nm, producido
durante la irradiacién de una solucién de la sustancia que se quiere investigar [134]. Esta
sefial corresponde a la emisiéon de fosforescencia del 10, a temperatura ambiente, por lo
tanto los pardmetros instrumentales en estas medidas son similares a las descriptas en
la subseccién 7.1.3. Todos los experimentos que se realizaron para la deteccion de 0, se
llevaron a cabo en agua deuterada (D,0). Debido a que el tiempo de vida del 'O, en D,0O

( D0 62 s) es mucho mayor que en HO ( H20

3 4 s)[130, 131, 132]. Lo cual
produce que bajo irradiacién continua se alcancen concentraciones de estado estacionario
muy superiores y, por ende, sefiales luminicas también mucho mayores. Esto produce un
gran aumento en la sensibilidad del método. En particular esta técnica se utiliz6 para el

estudio de desactivacién de 10, tanto en estado estacionario como resuelto en el tiempo.

7.2 FOTOLISIS DE DESTELLO

LFP es una técnica con resolucién temporal para el estudio espectroscépico y cinético de
transitorios en la cual se emplea luz pulsada para generar especies transitorias. Habitual-
mente, se utiliza un pulso intenso de corta duracién para producir una especie transitoria
con la concentracién adecuada para su observacién espectroscépica [133]. El método de
LFP fue desarrollado por Norrish y Porter en 1948, utilizado para la iniciacién y el estu-
dio de procesos fotoquimicos. En esta técnica se crea una situacién de no equilibrio en la
mezcla de reaccién en un intervalo de tiempo corto, generando intermediarios inestables

en concentraciones relativamente altas.

7.2.1  Conceptos tedricos

En las distintas etapas que tienen lugar en los experimentos de fotdlisis de destello laser
se observan diferentes transiciones entre los estados excitados (Figura 40 ). Estas transicio-
nes son las responsables de la variaciéon de la intensidad de la absorbancia. Brevemente,
en la etapa (1) la muestra tiene la configuracién electrénica propia del estado fundamen-
tal (Sp). Al excitar la molécula con el pulso del laser (2) se genera una alta poblacién de
especies en el estado excitado singlete (S1) y, consecuentemente, tiene lugar el proceso de
entrecruzamiento de sistemas (ISC) (3). Esta tltima transicién produce la formacién de
estados excitados de tipo triplete (T7). A su vez, las moléculas en estado T; presentan un
espectro de absorcién (transicién Tp T,) diferente al observado para las moléculas en
su estado fundamental (es decir, para la transiciéon Sy Sn). Cuando el laser se dispara
ent 0y causa un aumento en la absorbancia en la muestra; como consecuencia, la in-
tensidad de luz que llega al detector disminuye. Los sistemas de fotolisis de destello son
normalmente espectrémetros de un solo haz, pero de hecho se comportan como instru-
mentos de doble haz. El haz de referencia se separa del haz de la muestra en el tiempo, en
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Figura 40: Diagrama de Jablonski modificado. El recuadro azul resalta la transicién triplete- triple-
te que tiene lugar durante los experimentos de fotdlisis de destello laser.

lugar de espacio. De este modo, la sefial de referencia se adquiere antes de la excitacién
con el ladser denominada Py. La variacién de la absorbancia en el tiempo “t” luego del
pulso del laser, en la Figura 41 esta dada por la ecuacién 76.

Py

A log D (76)

En un sistema simple, en donde solo se genera el estado triplete, la relacion entre Ay la
concentracion estd dada por la ecuacion 77,

P
A log o Crl (77)
t
donde es la diferencia entre los coeficientes de absorcién de los estados triplete y

l/t/l

fundamental, Cy ; esla concentracion del transiente al tiempo “t” y I es el camino 6ptico.

7.2.2  Descripcién del equipo

Para estas determinaciones se utiliz6 el sistema LFP de nanosegundo (ns) esquemati-
zado en la Figura 42 . Como se discutird mds adelante, este equipo se utilizé para: (i)
estudios cinéticos de los estados tripletes de los sensibilizadores y (ii) estudios cinéticos
de especies radicales.

El equipo utilizado consta de un laser Nd:YAG (Minilite II laser, de Continuum Inc.),
cuyo haz de salida fundamental de 1064 nm se triplica para generar un haz de salida utili-
zado en todos los experimentos, correspondiente al tercer arménico del mismo (355 nm).
La duracién del pulso generado es de 10 ns de largo y 7 mJ por pulso de energfa. Para
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AA (Normalizado)

tiempo (us)

Figura 41: Evolucién temporal de AA observada en un experimento tipico de fotélisis de destello
conjuntamente con los pardmetros mds relevantes de la sefial.

-

{a) Esquema del equipo LFP (b) Fotografia del equipo LFP

Figura 42: Esquema y fotografia del equipo de fotdlisis de destello ldser (LFP) utilizado.
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los ensayos se utilizé una celda de fluorescencia de cuarzo de 1 cm de camino 6ptico,
especial para este tipo de medidas ya que minimiza el ingreso de O, a la solucién. La luz
del laser y la de andlisis se disponen en una geometria de 9o°. La luz de andlisis de una
lampara de arco de Xe de 150 W se hace pasar por la celda y se enfoca luego en el mono-
cromador (PTI 1695) que tiene acoplado a un fotomultiplicador (1P28 PMT). Las sefales
se adquirieron como el promedio de 5 pulsos, con un osciloscopio digital de 300 Mhz
(Tektronik TDS 3032B) y se transfirieron a una computadora para su posterior analisis.
Para aquellas muestras que se degradan fotoquimicamente, se colocé un filtro de corte a
400 nm entre la ldmpara de analisis y la celda, para evitar que la radiacion ( 400 nm)

proveniente de la ldmpara degrade la muestra.

7.2.3 Decaimientos y espectros de especies transitorias

Se prepararon soluciones acuosas de las pterinas estudiadas de absorbancia menor a
0,5ala . Se trabajo en condiciones de pH 4cido (5,5-6). Una vez que las soluciones se
colocaron en la celda, se burbujearon con Ar durante 20 minutos. En algunos casos, las
soluciones también se burbujearon con aire y con O,. Se realizaron controles espectrofo-
tométricos de las soluciones antes y después de los disparos del laser, para monitorear
cualquier cambio en la muestra, ya sea un cambio en el pH de la solucién por el burbujeo,
o debido a la fotodegradacién de la muestra. Para el estudio de procesos de desactiva-
cién del estado excitado triplete de las pterinas, se prepararon mezclas conteniendo un
sensibilizador determinado y diferentes concentraciones de cada uno de los nucleétidos
estudiados (dGMP, dAMP y dTMP), las cuales se burbujearon con Ar. Para los estudios
cinéticos de especies radicalarias, se utilizaron mezclas que contenian el sensibilizador y
el sustrato, que fueron burbujeadas con Ar, O, o aire durante 20 minutos, o bien con el
agregado de SOD a la mezcla, luego se registraron las sefiales de decaimiento en dichas
condiciones.

El sistema de LFP descripto, es capaz de deteccién de la sefial como una funcién de
tiempo a una seleccionada. O bien, en un rango de y a partir de los datos registrados
construye un espectro LFP automadticamente. Se registraron los decaimientos de la sefial
luego del disparo del laser a distintas , entre 400 y 600 nm (en intervalos constantes de
5 0 10 nm). Se registré en forma rutinaria un promedio de 5 sefiales para aumentar la
relacion sefial-ruido. Para evitar fotodegradacion de la muestra, la solucién se agit6 entre
las medidas realizadas a cada longitud de onda o se reemplazé por una alicuota nueva
de la misma solucién madre. Se utilizaron escalas de tiempo diferentes para analizar
las diferentes especies transitorias. Para estudiar los estados excitados tripletes por lo
general estas escalas fueron de 0,4 s/div, 1 s/div, 2 s/div o 4 s/div. Para estudiar
intermediarios o radicales se trabaj6é con ventanas de tiempo maés largas, 10 s/div, 400

s/divy 100 s/div.
Por otro lado los espectros se construyeron registrando las trazas con resolucién tem-

poral en un rango , y luego de cada sefial de decaimiento se extraen los valores de A
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en una ventana de tiempo dado. De esta manera se obtiene una matriz de datos, en la
que el eje vertical es la intensidad de sefial ( A de la especie transitoria), y los otros dos
ejes son el tiempo y longitud de onda. En el equipo se registran los decaimientos y se
seleccionan las ventanas de tiempo en la que promedia la sefial de A a una determinada
longitud de onda de anélisis. Luego automaticamente repite este procedimiento en todas
las longitudes de onda en el rango espectral deseado, acumulando los decaimientos para
generar luego la matriz de datos. Esto implica una mayor acumulacién de disparos del
laser sobre la misma muestra, como asi también mayor exposicién a la ldmpara de anélisis.
En algunos casos en donde la muestra sufria fotodegradacién fue necesario trabajar con
un sistema en flujo, renovando la muestra durante la mediada del espectro para evitar
que la radiacién incidente degradara la muestra. De todas maneras, para verificar que no
hubiera consumo de la muestra durante el experimento, en todos los casos se realizaron
controles a través de la medida de los espectro UV-visible antes y después de registrar
el espectro de transientes para controlar que no hubieran cambios en los espectros de
absorcién debidos a la fotodegradacion de la muestra durante el experimento.

7.3 RESONANCIA PARAMAGNETICA ELECTRONICA

La técnica de EPR, por su nombre en inglés, Electronic Paramagnetic Resonance, conocida
también como Resonancia de Espin Electrénico, es la rama de la espectroscopia de absor-
cién en la cual una radiacién de microondas produce la transicién entre niveles de energia
magnética de electrones desapareados.

EPR consiste en la aplicacién de un campo magnético estatico H que desdobla los nive-
les de energia de espin y de un campo magnético oscilante débil H; cos t perpendicular
aH (H; H) con frecuencia en el rango de las microondas ( 10'0 Hz). Esta radiacién
induce transiciones entre los distintos estados de espin [135]. Las diferencias de energia
que se miden o analizan en EPR corresponden, predominantemente, a la interacciéon de
los electrones desapareados presentes en la muestra con el campo magnético producido
por un imdn externo. Este fendmeno se lo conoce como efecto Zeeman. Debido a que el
electrén tiene un momento magnético, puede actuar como una barra de iman cuando se
la coloca frente a un campo magnético, Hy . Consecuentemente, el electrén ocupard el
nivel de menor energia cuando su momento, , esté alineado con la direccién del campo
magnético. De manera opuesta, ocupara el nivel de mayor energia cuando este alineado
en la direccién contraria al campo magnético. Las ecuaciones fundamentales de EPR se
obtienen a partir de la mecanica cuantica, ecuaciones 78 y 79,

1
E ¢ pHoM; 58 B Ho (78)

E h g sHo (79)

donde g es un factor de proporcionalidad igual a 2,0023 para el electrén libre. Sin embargo,
puede variar dependiendo de la configuracién electrénica del radical o del ién; p es el
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magnetén de Bohr, unidad del momento magnético electrénico, es la frecuencia de la
radiacion electromagnética y M; es el momento de espin.

De las ecuaciones 78 y79 se desprenden dos puntos muy importantes: (i) en ausencia de
un campo magnético, los dos estados de espin tienen la misma energia y (ii) la energia de
los estados de espin diverge, linealmente, a medida que aumenta la intensidad del campo
magnético. Se puede mantener constante la y hacer un barrido o variacién de Hy. De
esta manera, aparecerd un pico de absorcién cuando el campo magnético se encuentre
alineado con los dos estados de spin de modo tal que la diferencia de energia entre los
spines coincida con la energia de la radiacién. Este campo magnético en particular se lo
denomina “campo de resonancia”.

En un experimento tipico de EPR se registra, a una fija, la derivada de la intensidad
de energia de microondas absorbida por la muestra respecto del campo magnético H. Los
pardmetros que caracterizan una sefial de EPR son:

= ]a posicién de la resonancia Hy, de donde puede calcularse el valor de g ﬁ ;

» forma y ancho de linea pico a pico de la resonancia ( Hyp);
= posibles estructuras de multiplete.

Como cualquier espectrémetro, requiere de una fuente de radiaciéon y de algtn dispo-
sitivo que detecte absorcion en la muestra. El generador de microondas es una vélvula
electrénica denominada klystron que se acopla mediante una guia de ondas a la cavidad
resonante en la que se coloca la muestra. Cuando se produce la absorcién de energia de
microondas cambia la cantidad de energia que llega al detector. Para detectar la sefial de
EPR con una maxima relacién sefial/ruido, se modula el campo magnético estatico con
un campo magnético oscilante a una frecuencia de 100 kHz, paralelo al campo estatico,
mediante bobinas adosadas a la cavidad. La energia absorbida por la muestra que llega al
detector, se amplifica y se detecta mediante un detector sensible a fase. La salida de este
detector es la derivada primera de la energia absorbida por la muestra respecto del campo
magnético estatico y puede registrarse en forma gréfica o digital mediante un sistema de
adquisicién electrénico de datos.

El espectrémetro utilizado en este trabajo de tesis fue el ELEXSYS E 500 (Bruker). Este
equipo cuenta con una caja denominada “puente de microondas” en donde se encuentra
la fuente de radiacion electromagnética y el detector. La muestra se coloca en una cavidad,
que se encuentra en una caja metdlica que ayuda a amplificar las sefiales mas débiles
provenientes de la muestra. Un imdan ajusta los niveles de energia de espin electrénico.
La potencia de microondas fue de 20 mW; la amplitud de modulacién de campo de o,1
mT; la frecuencia de modulacién de campo de 100 kHz, y la frecuencia de microondas
de 9,77 GHz. Mediante una computadora no solo se obtienen y procesan las sefiales del
campo magnético, sino que también se regulan los diferentes pardmetros necesarios para
el funcionamiento del equipo.

Esta técnica se utilizé para evaluar la formacion de especies radicalarias en las reac-
ciones fotosensibilizadas estudiadas. En general, los radicales de las moléculas orgéanicas
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presentan un tiempo de vida relativamente corto mds atin en presencia de especies ca-
paces de oxidarlos facilmente (como el H,O, el O, , o el Oy). Por lo tanto, la deteccién
directa de los radicales suele presentar ciertas dificultades. Por lo tanto, para llevar a cabo
estas experiencias se recurri6é al método de atrapamiento de espin o “spin trapping”. En
esta técnica se usa una sustancia, que en particular, se denomina “secuestrador”. El se-
cuestrador es una especie no radicalaria y, por lo tanto diamagnética, que presenta una
elevada y selectiva reactividad con la especie radicalaria que se quiere detectar. El secues-
trador reacciona con el radical, generando un producto también de naturaleza radicalaria
(paramagnético). De esta forma, el producto, que presenta una vida media més largo, que
puede ser detectado por EPR [136, 137]. El secuestrador utilizado en los experimentos fue
el N-oxido-5,5"-dimetil-1-pirrolina o DMPO [138]. Este secuestrador sirve para detectar
O, , ya que reacciona con esta especie formando un aducto (DMPO -OOH) detectable
por EPR [139]. Sin embargo, el DMPO también puede reaccionar con otras especies radi-
calarias presentes en el medio. Por lo tanto, la sefial resultante estard superpuesta con la
sefal caracteristica del aducto DMPO -OOH.
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CARACTERIZACION DE LOS ESTADOS EXCITADOS TRIPLETES DE
PTERINAS OXIDADAS

Para abordar el estudio de procesos fotosensibilizados inducidos por pterinas oxidadas
de interés biolégico es necesaria la caracterizacion de los estados excitados que potencial-
mente podrian participar. Con respecto a esto, en trabajos anteriores se investigaron las
propiedades fotofisicas de los estados excitados singletes de una amplia serie de pterinas
oxidadas. Allf se caracterizaron sus propiedades fluorescentes, en particular, ry r tanto
en soluciones 4cidas como alcalinas (pH 5,5 y 10,5) [87] (Capitulo 4).

Por el contrario, a pesar que existen numerosos trabajos donde se reportan evidencias
de la participacién de los estados excitados tripletes de las pterinas en procesos fotosensi-
bilizados con diferentes sustratos [114, 125, 124, 122, 123], los estudios sobre la fotofisica
de estos son escasos [100, 101].

En este capitulo se presentardn resultados concernientes a caracterizar los estados exci-
tados tripletes de pterinas oxidadas de interés biolégico, Bip y sus fotoproductos Fop, Cap
y Ptr. Para estudiar las especies transientes generadas por estos compuestos, su velocidad
de decaimiento y la interaccién con el O, se utiliz6 la técnica LFP (Seccién 7.2). Por otro
lado, para esta misma serie de compuestos se estudiaron las propiedades fosforescentes a
baja temperatura en experimentos de estado estacionario y resoluciéon temporal.

8.1 CARACTERIZACION DE ESPECIES TRANSIENTES POR FOTOLISIS DE DESTELLO
LASER

En general para todos los experimentos de LFP se utilizaron soluciones acuosas de Bip,
Fop, Cap o Ptr a pH 5,5 previamente burbujeadas durante 20 minutos con Ar para elimi-
nar el O, del medio. El procedimiento experimental y los detalles técnicos se describieron
en los capitulos 5 y 7. Para todos los experimentos descriptos a continuacién se utilizé
como fuente de excitacion el tercer armoénico de un laser de Nd-YAG (355 nm).

8.1.1  Espectro de absorcién de transientes

En primer lugar se caracterizaron los espectros de absorciéon de transientes de los cuatro
compuestos. En particular, los espectros de Bip y Fop se registraron utilizando un siste-
ma en flujo para evitar la degradaciéon de las muestras, debido a que estos compuestos
se oxidan relativamente rdpido bajo irradiacion UV-A (Capitulo 4). Para el resto de los
compuestos, Cap y Ptr, los cuales son fotoquimicamente mds estables, los espectros se
registraron irradiando la misma solucién durante todo el tiempo que duré el experimen-
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to sin necesidad de utilizar un sistema en flujo. Para verificar que no hubiera consumo
apreciable de la muestra durante los experimentos, en cada caso se realizaron controles a
través de la medida de los espectros de absorcién antes y después de registrar los espec-
tros de transientes, es decir, antes y después de la irradiacion de la muestra con el laser
y con la lampara de andlisis. Todos los resultados mostrados en esta seccién correspon-
den a experimentos en los cuales no se registraron consumos significativos del compuesto
estudiado.

Los espectros que se muestran en la Figura 43 se construyeron a partir de los decai-
mientos registrados entre 280 y 600 nm. Para cada espectro se calcularon los valores de
la diferencia de absorbancia ( A) promedio dentro de intervalos de tiempo predetermi-
nados. Por ejemplo, para el caso de Bip el espectro se registré entre 280 y 600 nm en
un intervalo de 10 nm, midiendo los decaimientos con una escala de 4 s por divisién
( s/div), se calcul6 el promedio de la sefial a cada longitud de onda, a 0,12 s, 0,27 s,
0,60 sy 19 s luego del pulso del laser. En general, todos los compuestos estudiados
generaron sefiales de especies transitorias con una absorcién intensa entre 400 y 600 nm
con un maximo intenso centrado alrededor de 440 nm. Estos resultados son similares a

los reportados previamente para Ptr y Bip [100, 101].

8.1.2  Tiempo de vida de los estados excitados tripletes

Tal como se explicé en el capitulo 3, las pterinas en el estado fundamental y en su forma
neutra se encuentran en su forma tautomérica lactama. Bajo la irradiacion del laser se
producen ambas especies excitadas tripletes tautoméricas, que decaen simultdneamente
con un decaimiento biexponencial formado por un componente corto ( 7,) y otro largo
( T,) correspondientes a las especies tautoméricas lactama y lactima, respectivamente.

Al analizar los decaimientos de los compuestos estudiados, éstos presentan un compor-
tamiento claramente biexponencial en todo el rango del espectro de absorcién de transien-
tes. En la Figura 44 se presentan los decaimientos con longitud de onda de analisis ( 44)
igual a 430 nm de soluciones acuosas de cada uno de los compuestos saturadas en Ar a
pH 5,5, con el correspondiente ajuste biexponencial y la distribucién de residuos.

Los estados excitados tripletes de las moléculas organicas se desactivan eficientemente
con el O, presente en el medio, debido a que esta especie en su estado fundamental es un
triplete. Por lo tanto, un aumento en la velocidad de decaimiento de la sefial del transiente
en presencia de O, es una evidencia a favor de que la sefial observada corresponde a
la absorciéon de un triplete. Para comprobar que las sefiales obtenidas con los diferentes
compuestos se trataban de especies tripletes, se registraron los decaimientos de soluciones
saturadas con O,. En todos los casos se observé una disminucién significativa en el valor
de

A partir de lo observado se pueden destacar algunos puntos importantes: i) todas las
sefales siguen una cinética de decaimiento biexponencial, ii) los tiempo de vida obteni-

dos del ajuste biexponencial arrojan valores comparables a los reportados en literatura
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(d) Pt

A con el tiempo y distribucién de los residuos del ajuste de la sefial

con una funcién biexponencial. Soluciones acuosas saturadas en Ar a pH 5,5 de las

pterinas oxidadas estudiadas. ..

2 s/div. Bip 80 M, Fop 55 M, Cap
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8.1 CARACTERIZACION DE ESPECIES TRANSIENTES POR FOTOLISIS DE DESTELLO LASER

pH 5,5 pH9
S
COMPUESTO T, T T. T
Bip 0,3 0,04 25 05 028 0,02 20 01
Fop 0,8 02 29 06 - -
Cap 06 01 21 0,5 - -
Ptr 0,3 0,08 39 07 03 01 23 02

Tabla 7: Tiempos de vida de los estados excitados tripletes de Bip, Fop, Cap y Ptr en ausencia de
0O, a pH = 5,5; comparados con los valores reportados en la literatura medidos a pH 9
[100, 101].

para Bip y otros derivados pterinicos [100, 101], iii) la velocidad de decaimiento de los
transientes aumenta conforme aumenta la concentraciéon de O, del medio. A partir de lo
mencionado anteriormente se puede afirmar que, las sefiales de los transientes correspon-
den a especies excitadas tripletes de los diferentes compuestos estudiados que de ahora
en adelante se denominaran 3Bip , 3Fop ,3Cap o 3Ptr segtn corresponda, o bien en
forma general para las pterinas oxidadas 3Pt . En la Tabla 7 se resumen los valores obte-
nidos para cada compuesto estudiado a pH 5,5 en comparacién a los datos reportados en
literatura medidos a pH 9 [100, 101], para ambas especies excitadas tripletes. Las cuales
se denominarédn T, para la especie con 1 menor y T; con 1 mayor.

Se aplic6 un andlisis global utilizando la ecuacién 8o en la matriz de datos obtenida de
los espectros de la Figura 43 con el objetivo de intentar separar los espectros de absorcién
de los tripletes correspondientes a T, y T; .

t t

A Ay Ajexp T Ajexp T (80)

/ltl/

donde Ay es el valor de A cuando tiende a , A; y Az son los factores pre-
exponenciales los cuales son proporcionales a la cantidad de cada una de las especies
y varfan con la 4,. Esta propiedad es la que permite construir el espectro de absorcién y
asociarlo aun determinado r (Subseccién 7.1.2.3). En la Figura 45 se muestran los resulta-
dos del analisis global para Ptr, con 1.y 7, fijos en los valores que figuran en la Tabla 7.
El espectro muestra las variaciones de los factores pre-exponenciales, A; y A, asociados
a cada tiempo de vida, 1, y 71, respectivamente . Para el resto de los compuestos estu-
diados el andlisis global de los datos no permitié separar los espectros de cada especie

excitada triplete.
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Figura 45: Variaciones del los factores pre-exponenciales asociado a cada 7, registrado con solu-
ciones acuosas saturadas en Ar de Ptr, pH = 5,5, . 355 nm, Asss 0,5, escala:
4 s/div, Ptr 95 M.

8.1.3 Desactivacion de los estados excitados tripletes por O

Se analizaron las sefiales de los tripletes a una fija variando la concentracion de O,
en las soluciones. Especificamente estas concentraciones fueron de o mM, 0,27 mM y 1,28
mM, que se consiguieron burbujeando las soluciones durante 20 minutos con Ar, aire y Oy,
respectivamente. Los decaimientos obtenidos para Fop se muestran a modo de ejemplo
en la Figura 46 . Se observa claramente un aumento en la velocidad de decaimiento de los
tripletes con el aumento de la concentracién de O,, evidenciando la desactivaciéon de los
estados excitados por el gas disuelto. El mismo comportamiento se observé para el resto
de los compuestos.

Se realizaron experimentos para determinar las constantes de desactivacion total de los
estados excitados tripletes por O,. Para ello se trabajé con una solucién aproximadamen-
te 80 M de cada compuesto (Bip, Fop Cap o Ptr) y se calcularon los 7, registrando el
decaimiento a una fija donde absorben los tripletes (430 nm) para diferentes concentra-
ciones de O;. Un vez obtenidos los valores de los r a partir del ajuste biexponencial de
las sefiales, se aplic6 un anadlisis de Stern-Volmer utilizando la ecuacién 81,

e (81)

~ ‘*ﬂo
—_

donde, 2y 7 es el tiempo de vida del triplete en ausencia y en presencia de O, respec-
tivamente. k?TZ es la constante de desactivacion total del estado excitado triplete por O, y
0O, es la concentraciéon de Os.

En todos los casos se observaron comportamientos lineales y a partir de la pendiente
de las gréficas de Stern-Volmer se calcularon los valores de ktOT2 para cada compuesto estu-
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Figura 46: Dependencia del A con el tiempo para una solucién acuosa de Fop a pH 5,5 saturada
en Ar, Oy y equilibrada con aire. ¢y 355nm, 4u¢ 430 n0m, A3s5,, 0,5, escala
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diado (Figura 47 ). En general, los valores obtenidos para las constantes de desactivacion
son del orden de 108 M !s !y, dentro del error experimental, muy similares para ambas
especies excitadas tripletes. En la Tabla 8 se resumen los valores de las constantes a pH
5,5 obtenidos para cada uno de los compuestos correspondientes a T; y T; . Estos valores
se comparan con los publicados para Bip y Ptr en medio alcalino.

8.2 ESTUDIOS DE FOSFORESCENCIA A 77 K

Para completar la caracterizacion de los estados excitados tripletes de las pterinas oxida-

das se realizaron experimentos de emisioén de fosforescencia a baja temperatura en estado

k2 10°M s !

pH 5,5 pPH9
COMPUESTO T, T T
Bip 06 02 08 02 1,4 0,2
Fop 0,5 02 06 02 -
Cap 0,4 02 1,7 0,5 -
Ptr 05 01 1,6 08 1,9 0,3

Tabla 8: Valores de constante de desactivacion total de los estados excitados tripletes por O; (k?T2
para soluciones acuosas de Bip, Fop, Cap y Ptr a pH 5,5, comparados con los valores
reportados en la literatura medidos a pH 9 [100, 101].
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Figura 47: Graficas de Stern-Volmer para la desactivacién de los estados excitados tripletes por O,.
1.y 1, calculados a partir de los decaimientos registrados en soluciones acuosas a pH
5,5 de las pterinas oxidadas estudiadas. exc 355 NmM, uasis 430 M, Abs3ss
0,5. Bip 8 M, Fop 55 M, Cap 68 My Ptr 95 M.
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Figura 48: Espectros de emision de fosforescencia a 77 K de soluciones de las pterinas oxidadas
estudiadas preparadas en etanol absoluto. Abs34g,m 0,1. Bip 10 M, Fop
8 M, Cap 12 My Ptr 15 M.

estacionario y resuelto en el tiempo. Se midieron espectros de emision fosforescente y los
p para la serie de pterinas estudiadas. Los detalles experimentales y la descripcién de la
técnica se desarrollaron en la subseccion 7.1.3.

8.2.1 Espectros de emision fosforescente a 77 K

Se registraron los espectros de emision de soluciones de Ptr, Bip, Fop y Cap en etanol
absoluto a 77 K, excitando la banda de absorcién de menor energia ( ¢ 350 nm) con
una ldmpara pulsada de Xe y registrando la emision fosforescente entre 450 y 650 nm cada
10 nm, con una ventana de andlisis de 1 segundo, un promedio de 10 disparos del flash
por punto del espectro con una duracién de 0,2 segundos por flash, (Subseccién 7.1.3). En
la Figura 48 se muestran los espectros de emision de fosforescencia normalizados.
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T
P P, P Eo

coMpUEsTO (10 3s) (10 3s) (nm) (KJ mol 1)

Bip 1038 - 500 274
Fop 740 174 510 267
Cap 1165 - 500 273
Ptr 791 - 505 270

Tabla 9: Tiempo de vida ( p ), longitud de onda en el méximo de emisién de fosforescencia ( p) y
energia del estado excitado triplete ( EOT, o) de Bip, Fop ,Cap y Ptr.

En general todas los compuestos estudiados presentan una banda de emisién intensa
con un maximo centrado aproximadamente en 500 nm (Tabla 9). Este maximo se encuen-
tra desplazado mas de 50 nm con respecto al méximo de emisién fluorescente y alrededor
de 150 nm con respecto al médximo de absorcién de la banda de menor energia (Capitulo
4). Estas caracteristicas espectrales son similares a las reportadas en trabajos previos para
Ptr y Cap [102, 100].

Los conceptos de mecanica cudntica indican que las moléculas o los 4tomos tienen esta-
dos energéticos discretos, cada uno con su correspondiente valor de energia. La diferencia
de energia ( E) se puede calcular de acuerdo a la ley de Planck (ecuacién 82).

E h @ hc~ (82)

Donde h 6,626 10 3] s es la constante de Planck, la frecuencia asociada a un
cuanto o a una particula elemental, ~ es el nimero deonda, y ¢ 2,99792458 108m s 1
la velocidad de la luz.

Considerando que la emision de fosforescencia corresponde a un foton emitido desde
el estado excitado triplete de una molécula (Capitulo 1), a partir de los espectros de fos-
forescencia se puede estimar la diferencia de energia electrénica entre el estado excitado

triplete y el estado electrénico fundamental ( E{)) aplicando la ecuacién 83.

Eoo h ¢ " Tarmm (83)

Donde “p es el maximo de la banda de fosforescencia expresado en ntiimero de onda, y

“arMmm es diferencia en namero de onda para el ancho total a la mitad del maximo de
banda de fosforescencia [140]. A partir de los espectros de emision de fosforescencia nor-
malizados (Figura 48) se calcularon los méximos de emisién de fosforescencia ( p) y los
valores de Eg, o- En la Tabla 9 se resumen los valores calculados para dichos pardmetros.
Los valores de Ea o » en general, son del mismo orden para todos los compuestos estudia-
dos y similar al valor reportado en la literatura para el estado excitado triplete de Ptr (264
KJ mol 1) [100]. Por lo que se desprende que el sustituyente en la posicién 6 no tendria
un efecto apreciable en la energia del triplete, para la serie de compuestos estudiados.
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Figura 49: Decaimientos de emisién de fosforescencia a 77 K, ajuste de las sefiales con una funciéon

exponencial y las distribucién de los residuos. Registrados en soluciones de Bip, Fop,
Cap y Ptr preparadas en etanol absoluto. Az

Cap 12 My Ptr

8.2.2  Tiempo de vida de fosforescencia

15 M.

0,1. Bip

10 M, Fop 8 M,

Se registraron los decaimientos en la p de cada compuesto estudiado. Los pardmetros

de las medidas fueron las mismas en todos los casos,

exc

350 nm, una ventana de

andlisis de 3 segundos y un promedio de 5 disparos del flash por punto en el decaimiento

(Subseccion 7.1.3).

En la Figura 49 se muestran los decaimientos de la emisién fosforescente registradas en

soluciones de Bip, Fop, Cap y Ptr disueltas en etanol absoluto a 77 K. La mayoria de ellos

presenta un comportamiento mono-exponencial, salvo Fop el cual decae con una cinética

biexponencial. En la Figura 49 también se muestra la que la distribucién de los residuos

correspondientes para cada ajuste.

107



108

CARACTERIZACION DE 3Pt7‘ DE PTERINAS OXIDADAS

A partir del ajuste de las sefiales se calcularon los p que se resumen en la Tabla 9. En
general, a 77 K se observan tiempos de vida del orden de 1 segundo para Bip y Cap y
un poco menor para Ptr. Mientras que Fop posee dos tiempos de vida uno corto de 0,174

segundos y otro més largo similar al de Ptr de 0,74 segundos.



FOTOSENSIBILIZACION DE 2’-DESOXIADENOSINA
5'-MONOFOSFATO POR BIOPTERINA Y SUS FOTOPRODUCTOS

Bip y sus fotoproductos, Fop y Cap forman parte de la familia de las pterinas oxidadas.
Estos tres compuestos en particular son importantes desde el punto de vista biomédico
porque se ha encontrado que se acumulan en la piel de pacientes afectados por vitiligo. Tal
como se explic en la introduccién (Seccién 3.6), esta enfermedad cutdnea se caracteriza
por manchas blancas que se deben a una falla en la sintesis de melanina, y por lo tanto,
existe una deficiencia en la proteccién contra la radiacién solar.

El objetivo general de éste y el siguiente capitulo es evaluar la capacidad de estos
compuestos para actuar como potenciales fotosensibilizadores de biomoléculas. Especi-
ficamente se evalud la capacidad de fotoinducir algtin dafio en el ADN a través de la
degradacién de sus componentes. Para ello, en la primera etapa se utiliz6 como sustrato
al nucledtido dAMP. Este compuesto posee varias caracteristicas que lo posicionan como
sustrato modelo adecuado para el estudio de procesos fotosensibilizados mediados por
un mecanismo Tipo I (Seccién 1.4). En primer lugar, en trabajos previos se ha demostra-
do que esta molécula practicamente no reacciona con 10, [141]. Ademas, por poseer una
base purica en su estructura, es susceptible a participar en procesos de transferencia elec-
tronica [15]. Por otro lado, desde el punto de vista analitico, es altamente soluble en agua,
lo cual permite trabajar en amplios rangos de concentracion en dicho solvente. Ademads
se conoce su espectro de absorcién, como asi también su coeficiente de extincién molar
a 260 nm [126]. Por dltimo, es facilmente cuantificable por métodos cromatogréficos lo
cual es de gran ayuda en sistemas en donde se generan muchos productos de reaccién, en
este caso particular, debido no solo al proceso fotosensibilizado sino también a la rdpida
fotodegradacion de los sensibilizadores utilizados.

Como otros miembros de la familia de las pterinas, los compuestos a estudiar poseen un
equilibrio dcido base con un pK, 8 [87], (Seccién 3.2). En condiciones normales el pH de
la piel es acido, con valores de pH entre 4 y 6, mientras que el resto del cuerpo mantiene
un pH cercano a la neutralidad, entre 7 y 9 [142]. Considerando que los sensibilizadores
utilizados en este trabajo se encuentran presentes en la piel, los experimentos se realizaron
a pH 5,5, para asemejar las condiciones celulares. Por otro lado, considerando el equilibrio
acido-base de los sensibilizadores, a pH 5,5 més del 99 % de los mismos se encuentran en
sus correspondientes formas protonadas.

Con respecto a la molécula del nucleétido, ésta posee varios equilibrio 4cido-base, pero
el tnico de relevancia para la condicién de pH antes mencionada es el equilibrio que
tiene lugar en el grupo fosfato, con un pK,,  6,22. Este equilibrio, no tiene efecto sobre
el espectro de absorcion del nucleétido, debido a que el grupo fosfato se encuentra alejado
de la porcién ptrica, que es el cromoéforo de la molécula (Seccién 2.2).
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Figura 50: Evolucién de los espectros de absorciéon con el tiempo de irradiacién de una soluciéon
acuosa equilibrada con aire de dAMP y Bip. dAMP , 300 M; Bip, 150 M;pH=
5,5; camino optico = 1 cm.

En este capitulo se presentan resultados de experimentos de irradiacién estacionaria y
resueltos en el tiempo en los cuales soluciones acuosas conteniendo el nucleétido y un
dado sensibilizador (Bip, Fop, Cap o Ptr) se expusieron a radiacién UV-A. Las soluciones
irradiadas se analizaron por espectroscopia UV-visible para observar los cambios espectra-
les de las mezclas, y por HPLC para cuantificar el consumo del sustrato y del sensibilizador,
como asi también la formacién de los productos correspondientes a los diferentes proce-
sos. Por otro lado, se llevaron acabo estudios utilizando la técnica de LFP para evaluar la
interaccién de los estados excitados tripletes con el sustrato y para identificar la formacién
de especies radicalarias. El andlisis de los resultados se enfocard en la dilucidacién de los

mecanismos de reaccion.

9.1 BIOPTERINA COMO SENSIBILIZADOR DE dAMP
9.1.1  Evaluacién de la capacidad fotosensibilizadora de Bip

Para comenzar el estudio del proceso fotosensibilizado de dAMP fue necesario probar si
Bip era capaz de degradar al nucleétido bajo irradiacion UV-A. En la Figura 50 se muestra
la evolucion de los espectros de absorciéon de una mezcla que contenia dAMP 300 My
Bip 150 M para distintos tiempos de irradiacién (¢;,+). En la zona comprendida entre 200
y 300 nm que corresponde a la suma del espectro de absorcién del nucleétido y Bip, se
observa una disminucién de la absorbancia con el tiempo de irradiacién, mientras que
en la region entre 300 y 4oonm se observa una aumento de la absorbancia. Sin embargo,
para este sistema no fue posible obtener informacién a partir de los cambios espectrales
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Figura 51: Cromatogramas a distintos tiempos de irradiacién de soluciones acuosas equilibradas
con aire que contenian dAMP y Bip. dAMP 0 320 M; Bip 0 150 M; pH= 5,5;
ana 290 NM.

observados, debido a que el sensibilizador empleado para este estudio, bajo irradiacién
UV-A se fotooxida a Fop conun  ;, 0,037 0,003 en aire. Fop bajo irradiacién UV-
A se fotooxida a Cap, el que, por dltimo, también bajo irradiacion se decarboxila para
dar Ptr (Seccién 4.2). Esta serie de compuestos absorben en la misma regién del espectro
electromagnético (Capitulo 3). Por lo tanto, los cambios espectrales que se observan no
pueden atribuirse exclusivamente al proceso fotosensibilizado, sino que podrian deberse
al proceso de fotodegradacién del sensibilizador o bien a los dos procesos en conjunto.
Las muestras irradiadas se analizaron mediante la técnica de HPLC. En la Figura 51 se
muestran los cromatogramas registrados a 290 nm a distintos tiempos de irradiacién pa-
ra una solucién conteniendo Bip (150 M) y dAMP (320 M). En ausencia de irradiacién
(tirr=0) se observan los picos correspondientes a los reactivos, dAMP con un ¢, de 4,4 minu-
tos y el segundo pico, Bip, con un ¢, de 5,8 minutos. Si se considera el pico correspondiente
al nucleétido, la disminucion del drea del pico no disminuye de forma apreciable con el
tiempo de irradiaciéon. Sin embargo, se puede ver claramente la formacién de picos con
tiempos de retencién mayores y menores al de dAMP que corresponderian a productos
provenientes del proceso fotosensibilizado y que crecen conforme aumenta el tiempo de
irradiacion. Estos picos se diferencian de los picos correspondientes a los productos de la
fotodegradacion de Bip, que aparecen a t, de 7 y 10 minutos y corresponden a Cap y Fop,
respectivamente. Esto se comprobé inyectando soluciones patréon de dichos compuestos,
y comparando los tiempos de retencioén y los espectros extraidos de los cromatogramas
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Figura 52: Evolucién de la concentracién de reactivos y productos en funcién del tiempo de irradia-
cién en soluciones acuosas equilibradas con aire de dAMP y Bip. dAMP ; 320 M;
Bip , 150 M;pH=55.

con los datos obtenidos en presencia de Bip y dAMP. Este resultado indica ademas que,
al menos cualitativamente, el proceso de fotooxidacién de Bip y sus fotoproductos es el
mismo que el observado en ausencia de dAMP.

Se integraron los picos correspondientes a dAMP, en cromatogramas registrados a
260 nm, y los correspondientes a Bip, Fop, Cap y Ptr registrados a 340 nm, para los
distintos tiempos de irradiacion; las dreas se convirtieron a concentracion utilizando las
correspondientes curvas de calibraciéon (Capitulo 6) y de esta manera se construyeron los
perfiles de concentracion (Figura 52 ). Se observé que a medida que aumenta el tiempo
de irradiacion disminuye la concentracion del nucleétido, fenémeno que contintia atin
cuando el sensibilizador inicial, Bip, se consumié para dar los productos de fotolisis Fop,
Cap y Ptr. Si se analiza en detalle el comportamiento de la velocidad inicial de consumo
del nucleétido, se observa una pequefia disminucién de la concentracién de dAMP en
los primeros minutos de la exposicién a la radiacion, en donde a pesar que Bip se estd
degradando, se puede considerar que se encuentra en mayor proporcién con respecto a
sus fotoproductos. Cuando el tiempo de irradiacién es mayor a 5 minutos, el consumo
de dAMP se ve acelerado; en este punto se consumié mds del 50 % de Bip inicial. Por lo
tanto se podria considerar que los productos Fop, en mayor medida, y posiblemente Cap,
estarfan participando en el proceso fotosensibilizado.

Para confirmar esta hipoétesis, se realizaron irradiaciones de soluciones que contenian
dAMP y Fop como sensibilizador inicial y soluciones que contenian dAMP y Cap. En la
Figura 53 se puede observar un consumo apreciable del sustrato para ambos fotosensibi-
lizadores, lo que indica que Fop y Cap son capaces de fotosensibilizar dAMP en medio
acido. Por consiguiente, la aceleracién en la velocidad de consumo de dAMP, podria ser
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consecuencia de los productos de fotooxidacién, los cuales serian sensibilizadores mas
eficientes que Bip.

Para evaluar la participacién del O, en el proceso fotosensibilizado se irradiaron solu-
ciones acuosas que contenian dAMP, y Bip o Fop, equilibradas con aire, en comparacién
con soluciones que se burbujearon durante 20 minutos con Ar, para eliminar el O, del
medio. En la Figura 54 se muestra el consumo del nucleétido en presencia y ausencia de
O,. En las soluciones saturadas con Ar no se observa consumo apreciable del sustrato
con respecto a las soluciones equilibradas con aire. A partir del anélisis de este resultado
se puede interpretar que el O, es indispensable para que se produzca consumo del sus-
trato, por lo tanto se puede pensar que dAMP sufre una oxidacién durante la reaccién
fotosensibilizada.

9.1.2 Controles

El primer control se realiz6 para descartar la existencia de una reacciéon térmica entre
dAMP y Bip. Para ello soluciones acuosas de dAMP y Bip o Fop, se conservaron en la os-
curidad y a temperatura ambiente, durante distintos periodos de tiempo. Posteriormente,
las muestras fueron analizadas por espectrofotometria UV-visible y HPLC. Estos ensayos
se llevaron a cabo en medio dcido y con distintas concentraciones de nucleétido y sensi-
bilizador. En todos los casos se observé que los espectros de absorciéon de las soluciones
y las concentraciones no se modificaron atin después de transcurridos mas de go minutos
(Figura 55 ).

El segundo control consisti6 en irradiar soluciones acuosas de dAMP a 350 nm en au-
sencia de sensibilizador. A distintos tiempos de irradiacién se tomaron los espectros de
absorcién y se analizaron las soluciones por HPLC. No se observaron cambios espectrales
ni variacién en la concentracién (Figura 56 ), indicando que no se produjeron cambios qui-
micos en la molécula de dAMP. Esto es 16gico ya que el nucle6tido no absorbe radiacién
a la longitud de onda de irradiacién (Seccién 2.2).

9.2 PARTICIPACION DE LOS ESTADOS EXCITADOS TRIPLETES

La primera etapa de la investigacion de los mecanismos involucrados consistié en estu-
diar la participacién de los estados excitados tripletes del sensibilizador (*Pt ). Es decir,
evaluar si dichas especies reactivas, generadas luego de la absorcién de un fotén, son las
responsables de iniciar la degradacion del nucle6tido. Teniendo en cuenta que Bip y Fop
son las principales pterinas que se encuentran presentes en el medio durante el consumo
del sustrato que se observa en la Figura 52, en los experimentos que se presentaran a
continuacién y en las secciones siguientes, se utilizaron como sensibilizadores Bip y Fop.
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Figura 54: Evolucién de la concentracion de dAMP con el tiempo de irradiaciéon en soluciones
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Figura 55: Espectros de absorcién de soluciones que contenfan de dAMP y un sensibilizador, Bip
o Fop, mantenidas en oscuridad durante distintos periodos de tiempo (o, 30, 60 y 90
min). Bip, dAMP 230 M, Bip, 98 M; o Fop, dAMP, 295 M, Fop
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determinadas por HPLC. Camino 6ptico =0,4 cm; ; pH= 5,5.
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Figura 56: Espectros de absorcién de soluciones de dAMP expuestas bajo radiacién UV-A durante
distintos periodos de tiempo (o, 30, 60 y 9o min). Inset: concentraciéon de dAMP en
funcién del tiempo de irradiacién determinada por HPLC. dAMP , 100 M; pH =
5,5; exc= 350 nm; camino Optico = 1 cm.

9.2.1  Rol del O,

Se realizaron experimentos aumentando la concentracién de O, a condiciones de sa-
turaciéon ( 1.28 mM), burbujeando las soluciones a irradiar durante 20 minutos con O,
(Subseccién 5.2.3). Se cuantificé el consumo del sustrato en funcién del tiempo de irradia-
cién en estas condiciones y se compard con respecto a soluciones irradiadas en idénticas
condiciones, pero equilibradas con aire (Figura 57 ). En experimentos independientes rea-
lizados tanto con Bip como con Fop, se observa que la velocidad de consumo de dAMP
disminuye cuando el O, aumenta a concentraciéon de saturacién. Este resultado en prin-
cipio parece contradictorio, es decir al aumentar la concentracién de uno de los reactivos
disminuye la velocidad de consumo. Sin embargo, este comportamiento se puede expli-
car si se considera la capacidad que tiene el O; en el estado fundamental para desactivar
eficientemente los estados excitados tripletes de las pterinas (Subseccién 8.1.3). Por otro
lado, se determiné que el O, no desactiva los estados excitados singletes de las pterinas,
atin en condiciones de saturacién [143]. Por consiguiente, se podria pensar que los 3Pt ,
ya sea de Bip o Fop, estdn directamente involucrados y son las especies precursoras del
proceso fotosensibilizado.

9.2.2 Irradiacion en presencia de yoduro de potasio

Se conoce que el KI en cierto rango de concentraciones desactiva eficientemente los
estados excitados singletes o tripletes de las pterinas (Subseccién 5.4.1). Se puede utilizar
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Figura 57: Evolucién de la concentracién de dAMP en funcién del tiempo de irradiaciéon en solu-

ciones acuosas equilibradas con aire y saturadas en O,, utilizando como sensibilizador:

Bip, dAMP , 320 M, Bip, 120 M; o0 Fop, dAMP ,

310 M; Fop, 75 M.
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esta caracteristica para evaluar la participacion de los estados excitados del sensibilizador
en el mecanismo de reaccién. Para ello, se plantearon experimentos para comparar el
consumo de dAMP en ausencia y en presencia 300 M de KI, concentracién a la cual solo
se desactivan los ®Bip y 3Fop , pero no los correspondientes estados excitados singletes.

En la Figura 58 se muestra el efecto que tiene la presencia de KI sobre el consumo del
nucleétido utilizando como sensibilizadores Bip o Fop. Para ambos casos la presencia de
KI inhibe casi por completo el consumo de dAMP, comparando estos datos con un experi-
mento realizado en ausencia de dicho compuesto en idénticas condiciones de irradiacion.
Este resultado confirma la hipétesis a cerca de la participacién de los estados excitados
tripletes en el proceso.

9.2.3 Efecto de dAMP sobre la fotoquimica de Bip

La fotooxidacion de Bip para dar Fop ocurre desde los estados excitados tripletes de
Bip (Seccioén 4.2). Por otro lado, los resultados mostrados hasta el momento en el presente
capitulo sugieren que en la fotosensibilizaciéon de dAMP participan también los estados
excitados tripletes de Bip. Por consiguiente, bajo irradiacién y en presencia de dAMP
ambos procesos deberian competir, lo cual implica que la fotooxidacién de Bip deberia
estar parcialmente inhibida por el nucleétido. Para explorar esta hip6tesis se comparo la
velocidad de fotooxidacién de Bip en presencia y en ausencia de dAMP.

9.2.3.1 Irradiacion en presencia de aire

Soluciones equilibradas con aire que contenian Bip en ausencia y en presencia de
350 M de dAMP fueron expuestas a radiacion UV-A y luego se obtuvieron los perfiles de
concentraciéon por HPLC para Bip y sus productos (Figura 59 ). La reaccién de fotooxida-
cién experimenté una marcada inhibicién. Se observé que tanto el consumo de Bip como
la formacién de productos es menor en presencia del nucle6tido. Ademas, si se tiene en
cuenta el balance de masas, se observa que el proceso fotoquimico es efectivamente el
mismo que en ausencia de dAMP, pero ocurre a una velocidad menor.

Considerando que la concentraciéon de dAMP utilizada en los experimentos antes des-
criptos, no desactiva el estado excitado singlete de Bip [144], este efecto inhibitorio sugiere
la interaccion entre los ®Bip y dAMP, lo cual es una evidencia a favor de la hipétesis plan-
teada anteriormente, es decir, dAMP reacciona con los tripletes de Bip provocando que
los mismos no puedan evolucionar hacia productos oxidados. Esto a su vez es compati-
ble con los resultados observados en la irradiacién de soluciones saturadas con O; y en
presencia de KI (Figuras 57y 58).

9.2.3.2 Irradiacion en ausencia de O,

Tal como se detallé en la Subseccién 4.2.2, en ausencia de O; y bajo irradiaciéon UV-A
Bip genera un intermediario, IR, que posee una banda de absorcién centrada en 480 nm.
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Figura 59: Fotodegradacion Bip para soluciones acuosas equilibradas con aire de Bip sin (simbolos
llenos) y con el agregado de de dAMP (simbolos vacios) a pH = 5,5. dAMP , 350 M,
Bip, 109 M.

Este compuesto en presencia de O, reacciona rdpidamente para dar Fop como producto
estable. Por lo tanto, se puede monitorear la formacién del IR midiendo la absorbancia a
480 nm para distintos tiempos de irradiacion. En trabajos anteriores, se determiné que este
compuesto se forma a partir del estado excitado triplete de Bip [108], por lo tanto se puede
utilizar la formacién del IR para evaluar la interaccién del nucleétido con este estado
excitado en ausencia de O;. Para ello se realizaron experimentos en donde soluciones
acuosas saturadas con Ar que contenian Bip fueron irradiadas durante 10 minutos en
intervalos de 20 segundos, en ausencia y en presencia de 300 M de dAMP.

La Figura 60 muestra los cambios espectrales para las diferentes soluciones irradiadas
en ausencia de O,. En el inset se muestra el aumento de la absorbancia entre 400 y 700
nm que corresponde a la formacién del IR. Se observé que, en presencia del nucleétido, la
formacioén del IR es mucho menor. Este efecto se puede apreciar con mayor claridad en la
Figura 61 donde se compara la absorbancia a 480 nm en funcién del tiempo de irradiacién
para ambas soluciones. Este comportamiento se pude puede adjudicar a la eficiencia de
desactivacion de los Bip por dAMP en ausencia de O,.

9.2.4 Desactivacién de los estados excitados tripletes

Se plantearon experimentos de LFP con el objetivo de encontrar evidencia directa de
la interaccion entre los estados excitados tripletes de los sensibilizadores (Bip, Fop, Cap
y Ptr) y el sustrato. Para cuantificar la desactivacién de 3Pt por dAMP, se utilizaron
soluciones burbujeadas 20 minutos con Ar que contenian un determinado sensibilizador
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Figura 60: Espectros de absorcién de soluciones saturadas en Ar para diferentes tiempos de irra-
diacién. Soluciones de Bip con y sin agregado de dAMP. Inset: Cambio de la absorbancia
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Figura 61: Aumento de la absorbancia a 480 nm en funcién del tiempo de irradiaciéon de soluciones
saturadas con Ar a pH 5,5 de Bip en ausencia y en presencia de 300 M de dAMP.

y concentraciones crecientes del nucleétido. Luego se registraron los decaimientos de los
3Pt a 430 nm, (Capitulo 8). Una vez obtenidos los valores de 1 a partir de los ajustes
biexponencial de las sefiales, se realiz6é un andlisis de Stern-Volmer utilizando la ecuaciéon

84 (Subseccién 1.1.2),

1 JdAMP gAMP (84)

tr

~ "ﬂo

donde, 'y r son el tiempo de vida del triplete en ausencia y en presencia del desac-
tivador , k’f;flMP es la constante de desactivacién total de Pt por dAMP y dAMP es
la concentraciéon de dAMP. Los valores de k‘f;‘MP corresponden al proceso de desactiva-
cién total, igual a la suma de las constantes de desactivacion fisica (kngP ) ¥ quimica
(k‘f;‘Mp ) de 3Pt por dAMP (reacciones 87 y 88). A temperatura ambiente y en ausencia de
dAMP y de O,, el °Pt vuelve al estado fundamental por una desactivacion no radiativa

(reaccién 86) por lo tanto, 0 L donde donde k;. es la contante de velocidad para la
T de T

desactivacion unimolecular de 3Pt .

pt " 1pt 15 3py (85)
3 kar

Pt Pt (86)
deMP

Spt dAMP " dAMP Pt (87)
deMP

Pt dAMP 7 productos (88)
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KIAMP 109M s 1

COMPUESTO T, T
Bip 09 01 1,1 0,2
Fop 09 01 1,3 0,2
Cap 02 01 1,6 0,3
Ptr O, 6 0, 1 1/ 4 0/ 2

Tabla 10: Constantes de desactivacién total de 3Pt por dAMP a pH = 5,5 calculadas para las
especies T, y Tj .

En todos los casos se obtuvieron graficas lineales para ambos tripletes (Figura 62 ), y
de las correspondientes pendientes se calcularon las contantes de desactivacién de 3Pt
por dAMP para cada compuesto estudiado. En la Tabla 10 se resumen los valores de

k‘f;f‘MP obtenidos a pH 5,5 para las dos especies excitadas triplete de los sensibilizadores.

Los valores de kffMP resultaron similares para los cuatro compuestos, dentro del error
experimental.

Un vez formado el 3Pt a partir de la absorcién de un fotén, en presencia de O las
reacciones descriptas anteriormente (86 a 88) van a competir con la via de desactivaciéon

por Os (reaccion 86).

Spt 0, " Pt o, (89)

A partir de los valores de Tabla 10) y quTz (Capitulo 8 Tabla 8) es posible evaluar

KiAMP (
T

la competencia entre el O, y dAMP por la desactivacién de >Pt vy, de esta manera, analizar
el efecto del O; en la velocidad de la degradacion fotosensibilizada de dAMP observada
en los experimentos de irradiacién continua (Subseccion 9.2.1 Figura 57). La fracciéon de
3Pt ( en este caso, 3Pt 3Bip o 3Fop ) desactivado por dAMP en presencia de O,

( f,?AMP ) se puede calcular con la ecuacién go.

dAMP
AMP KJAMP g AMP
7 ki kg2 Oy K{AMP JAMP

(90)

Para las condiciones de concentracién de dAMP utilizadas en los experimentos de la Fi-
gura 57, y aplicando la ecuacién go se obtuvieron los valores de f;lAMP que se resumen
en la Tabla 11 para ambas especies excitadas tripletes ( 7., 7,) y para dos concentraciones
de O», soluciones equilibradas con aire fga‘l,‘}EMP ;(‘;;MP .
Comparando los valores obtenidos se puede apreciar que, un incremento en la concen-

y soluciones saturadas con O,

tracion de O, reduce significativamente la eficiencia de la desactivacién de los 3pt de
ambos sensibilizadores por dAMP. Lo cual explica y estd de acuerdo con la disminucién
de la velocidad de consumo del nucleétido registrada en los experimentos realizados con
soluciones saturadas en O,.
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Figura 62: Graficas de Stern-Volmer para la desactivacién de los estados excitados tripletes por
dAMP. 1.y 7, calculados a partir de los decaimientos registrados en soluciones acuo-
sas saturadas con Ar a pH 5,5 de las pterinas oxidadas estudiadas y concentraciones
crecientes de dAMP. .  355nm, 4u; 430 nm, Abssssn, 0,5 Bip 80 M,
Fop 5 M, Cap 68 My Ptr 95 M.

dAMP
e 027 0,1 031 0,1
dAMP
10, 0,12 0,07 0,15 0,07

Tabla 11: Fracciéon de 3Pt desactivado por dAMP en presencia de O, ( f[]’lAMP ) apH = 5,5 calculadas
para las especies T; y T, utilizando Bip y Fop como sensibilizadores.
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9.3 FOTOSENSIBILIZACION POR TRANSFERENCIA ELECTRONICA

Todos los sensibilizadores presentes en el medio de reaccién en los experimentos des-
criptos anteriormente, Bip, Fop, Cap y Ptr son buenos sensibilizadores de oxigeno singule-
te (10,) [103]. Sin embargo, como se dijo anteriormente, el sustrato objeto de este estudio
tiene una reactividad muy baja frente a esta especie reactiva de O, [141]. Por lo tanto, el
proceso fotosensibilizado estaria llevdndose a cabo por un mecanismo tipo I, es decir por
una transferencia electrénica desde dAMP hacia el sensibilizador en un estado electréni-
camente excitado, formdndose los correspondientes pares radicales, el radical anién del
sensibilizador (Pt )y el radical cation de dAMP (IAMP ) (Reaccién 91).

St dAMP dAMP Pt (91)

En la secciéon 9.2 se demostrd la participaciéon de los estados excitados tripletes en el
proceso fotosensibilizado, por lo tanto la transferencia electrénica deberia ocurrir desde
la molécula de dAMP hacia el sensibilizador en el estado excitado triplete.

9.3.1 Irradiacion en presencia de superdxido dismutasa

Se conoce que es tipico en los mecanismos tipo I que el oxigeno en su estado funda-
mental reaccione de forma eficiente con el radical anién de las moléculas orgénicas para
formar el anién O, [145, 146]. Por lo tanto, se plante6 evaluar la participacién del O, en
el proceso fotosensibilizado inducido por Bip y sus fotoproductos. Para ello se realizaron
experimentos de fotosensibilizaciéon y se midi6 el consumo del sustrato comparativamen-
te en ausencia y en presencia de 50 U ml 1 de SOD (Subseccién 5.4.2), esta enzima elimina
el anion superéxido del medio catalizando la reaccién de dismutacién del O, para dar

H,0, y O3 [147, 148], reaccién 92.

20, 2H *°°H,0, 0, (92)

Se observé un aumento considerable en la velocidad de consumo de dAMP en presencia
de SOD para ambos sensibilizadores utilizados (Figura 63 ). Este hecho sugiere, en pri-
mer lugar, que el O, no reacciona apreciablemente con dAMP, porque al eliminar esta
especie reactiva de O; no se observa inhibicién en la degradacién del sustrato, sino por
el contrario un aumento en la velocidad de consumo. Una explicaciéon de éste comporta-
miento serfa que, a partir de la eliminacién del O, del medio, se estaria eliminando o
impidiendo una via de recuperaciéon de dAMP. Para aclarar este punto, con las hipéte-
sis planteadas y comprobadas hasta el momento, se puede proponer un mecanismo de
reaccién del proceso fotosensibilizado. Por la absorcién de un fotén se genera el ' Pt que,
por ISC, se forman los 3Pt . Por transferencia electrénica del sustrato con los 2Pt , se
formarfan los correspondientes pares radicales, _/AMP y Pt . Este dltimo reacciona
eficientemente con el O, del medio para generar O, y regenerar el sensibilizador en el
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Figura 63: Evolucién de la concentracién de dAMP en funcién del tiempo de irradiacién en so-

luciones acuosas equilibradas con aire con y sin agregado de SOD, utilizando como
sensibilizador: Bip, dAMP 380 M, Bip 109 M; Fop, dAMP 300 M,
Fop, 74 M; SOD 50U/ml !, pH=5.5.
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estado fundamental (reacciéon 93). Por otro lado, el radical cation d/AMP  puede reaccio-
nar con el O, para dar los reactivos iniciales, dAMP y O, (Reaccién 94). En presencia de
SOD (reaccién 92) se estarfa impidiendo esta tltima via de recuperacion, lo cual explica
el aumento de la velocidad de consumo de dAMP en dichas condiciones.

Pt Oy O, Pt (93)

0, dAMP dAMP O, (94)

9.3.2 Cdlculo de la variacién de energia libre de Gibbs

Los resultados presentados hasta aqui, apoyan la hipétesis sobre el proceso de degrada-
cién del nucleétido dAMP iniciado con la transferencia electrénica desde la molécula de
dAMP hacia el estado excitado triplete del sensibilizador. Se puede evaluar la factibilidad
termodindmica de este proceso (Reaccién 91) a través de la estimacién del cambio de la
energia libre de Gibbs en condiciones estdndar de la reacciéon de transferencia electrénica
fotoinducida  grG° . A menudo esta cantidad se puede calcular con bastante precisién
a partir de propiedades independientemente determinadas de las especies dadora y acep-
tora involucradas. Asi pues, por ejemplo, para la transferencia electrénica fotoinducida
entre un aceptor (°Pt ) y un donador neutro (dAMP) para formar un par iénico, el prG°
en un disolvente con constante dieléctrica estética ( ;) se puede calcular aproximadamente
aplicando la ecuacién 95[149],

e2

erG’  Na e Egamp saamp  E pi/pr 1. Ego (95)
S

dondee 1,60 10°Cesla carga del electron, Ny 6,022 1022 mol! es la constante
de Avogadro, E jamp saamp  E prypr son los potenciales de electrodo estandar para
el donador y el aceptor, respectivamente, % es el cambio de energia de Gibbs para
llevar a los dos iones radicales a una distancia de encuentro ,y Eg, es la diferencia
de energia electronica entre el estado excitado triplete y el estado electrénico fundamen-
tal. Los valores de potenciales de electrodo estandar han sido reportados para dAMP
(E gamp saamp 1,18V vs.NHE) [150] y para varios derivados de la familia de las pteri-

nas (E p;/p; 0,55V vs. NHE) [151, 152]. El término 3 e; — se puede despreciar en el
caso de trabajar con solventes polares fuertes, con s grandes, tales como el agua. El valor
de EOT, o de las pterinas se puede estimar a partir de los espectros de fosforescencia [152]
(Seccién 8.2). Del célculo se obtuvo un valor aproximado de  grG° 103,3 K] mol 1,
el cual resulta en un proceso exergénico y sustenta que la transferencia electrénica desde
la molécula de dAMP hacia el estado excitado triplete del sensibilizador ocurre de forma

espontanea.



9.3 FOTOSENSIBILIZACION POR TRANSFERENCIA ELECTRONICA

9.3.3 Investigacion del radical adenina

Con el objetivo de encontrar evidencia directa de la transferencia electrénica desde el
sustrato, dAMP, hacia el sensibilizador se realizaron experimentos utilizando la técnica
de LFP para identificar la formacion del radical {AMP . En estos experimentos se utilizé
Ptr como sensibilizador en lugar de los demds compuestos utilizados en los experimentos
anteriores. La eleccién de este compuesto se debe principalmente a que no se encontraron
antecedentes de estudios de LFP de pterinas en presencia de dAMP. Por lo tanto, es
indispensable iniciar el estudio de la identificacion del radical {AMP  con el compuesto
mads sencillo y estable dentro de esta familia, y de esta manera, evitar la interferencia
debida al consumo del sensibilizador durante la medida.

El radical AAMP  es un 4cido fuerte, con un pK, 1 por lo tanto, al pH 5,5 esta
especie va a perder un protén para dar el radical neutro /AMP H (ecuacién 96) [41].
Este radical posee caracteristicas espectroscépicas que permiten su identificacién por LFP,
un tiempo de vida largo (100 s), y una banda de absorcién intensa alrededor de los
330 nm ( ‘3“30 4940 M 'cm ')y otra de menor intensidad a 600 nm [153].

KA
dAMP " dAMP H H (96)

Para realizar la deteccién del radical {/AMP H por LFP se utilizaron soluciones
a pH 5,5 burbujeadas con Ar durante 20 minutos que contenian 97 M de Ptr y 2 mM
de dAMP. Luego, las soluciones fueron expuestas al pulso del laser y se registraron los
espectros de absorcion de transientes con una escala de 10 s/divisién (Secciéon 7.2). En
otro experimento similar se registraron los espectros en la misma escala pero de soluciones
que contenian sélo Ptr en igual concentracion a las soluciones anteriores. En la Figura 64
se muestran espectros diferencia obtenidos de la resta entre los espectros de absorcién de
transientes de la solucién de dAMP y Ptr y los correspondientes espectros de Ptr sola a
diferentes tiempos luego del disparo del laser. Se observa un transiente con un tiempo
de vida mucho mayor que el de los tripletes de las pterinas, con una banda de absorcién
intensa centrada en 330 nm y otra sefial de menor intensidad a 600 nm a un tiempo
mayor que 65 s. Estas son sefiales caracteristicas del radical {ZAMP H , conlo cual se
confirma la transferencia electrénica entre Ptr y dAMP.

En otro grupo de experimentos se registr6 la sefial del transiente a 330 nm de solucio-
nes que contenian Ptr y diferentes concentraciones de dAMP. Las sefales se registraron
con una escala de 2 s/divisién para analizar la formacién del radical a diferentes concen-
traciones de nucleétido. En la Figura 65 se muestra una de las trazas de LFP obtenidas
para dicho experimento, para una concentracién de dAMP de 700 M. La sefial sigue una
cinética de primer orden, la cual crece a una determinada velocidad, alcanza un maximo
en unos pocos s y se mantiene sin decaer, al menos dentro de la ventana de tiempo

analizada. Se realiz6 el ajuste de las sefiales registradas a 330 nm aplicando la ecuacién

97,

kt

Azp A1 Asexp (97)
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Figura 64: Espectro de absorcién de transientes diferencia calculado como la resta entre el espectro
registrado en una solucién saturada en Ar de Bip (9o M) y dAMP (1 mM) menos el

espectro de Bip sin agregado de dAMP registrado a pH 5,5. Escala 10 s/divisién ;
Ptr =97 M; dAMP =2mM; pH = 5,5.
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Figura 65: Evolucién temporal de la sefial  Ajz3g correspondiente al radical IAMP H y distri-
bucién de los residuos para el ajuste de la sefial. Traza registrada en una solucién acuosa
saturada en Ar a pH = 5,5 conteniendo Ptr y dAMP; escala 2 s/division; Ptr 90 M;

dAMP 700 M.
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Figura 66: Evolucién temporal de la sefial Aszzp correspondiente al radical /AMP H para
diferentes concentraciones de dAMP en soluciones acuosas saturadas en Ar a pH = 5,5;
escala 2 s/division; Ptr, 90 M.

donde Ajzzp es la variacién de la diferencia de absorbancia registrada a 330 nm, A; es
el valor de Aszzp cuando ¢ , Ay es el factor pre-exponencial, y k es una constante.
Dado que A; es igual a %3,/ AAMP H , el valor de este pardmetro es directamente
proporcional a la cantidad de radical formado. Si la sefial corresponde efectivamente al
radical {AMP H ,a concentracion fija de Ptr y a igual energia del laser, la cantidad de
radical formado deberia aumentar con la concentracién de dAMP. Por otro lado, k es igual
a la inversa del tiempo que demora en formarse el radical. Por lo tanto, este pardmetro
dependerd de la concentracion inicial de dAMP. En la Figura 66 se muestran las trazas a
diferentes concentraciones de dAMP, cuando en el medio solo estd presente Ptr, la sefial es
nula a 330 nm, luego en presencia de dAMP el valor de A; aumenta con la concentracién
de dAMP. A partir del ajuste exponencial se calcularon los valores de k, la inversa de
este valor corresponde al tiempo de formacion del radical (¢), el cual disminuye con el
aumento de la concentraciéon inicial de dAMP (Figura 67 ). Considerando que el radical
se forma a partir del triplete de Ptr, se pueden comparar los valores de ¢f calculados a 330
nm con los T a 430 nm para la misma concentracién de dAMP (Subseccién 9.2.4). Estos
valores son del orden del T, , es decir que de los dos tripletes que posee la Ptr, solo el de
tiempo de vida largo seria el responsable de la formacién del radical.

En esta seccién se obtuvo evidencia directa de la transferencia electrénica entre Ptr y
dAMP a partir de la identificacién del radical {AMP H por LFP. Estos resultados se
pueden extrapolar para los demds compuestos estudiados Bip, Fop y Cap, para los cuales
se determinaron las correspondientes kaAMP . A partir de los experimentos de irradiacion
estacionaria, se presentaron evidencias que respaldan la hipétesis que estos compuestos
son capaces de fotosensibilizar mediante un mecanismo Tipo I.
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Figura 67: Tiempo de formacién del radical /AMP H para diferentes concentraciones de
dAMP en soluciones acuosas saturadas en Ar a pH = 5,5.

9.4 MECANISMO DE REACCION

A lo largo de este capitulo se ha demostrado que durante la irradiacién de una solu-
cién acuosa aireada conteniendo Bip y dAMP a pH = 5,5 se produce la degradacién del
nucleétido, mientras el sensibilizador también se consume para dar Fop, el cual, a su vez,
se fotooxida subsecuentemente para dar Cap. La degradacién de dAMP experimenta una
aceleracion cuando en el medio aumenta la concentracién de Fop. El comportamiento ob-
servado muestra que tanto Bip como sus fotoproductos son capaces de fotosensibilizar al
nucleétido dAMP, siendo Fop un sensibilizador més eficiente que su precursor Bip.

Considerando los resultados descriptos a lo largo del presente capitulo, se propone el
siguiente mecanismo para la degradacion de dAMP fotoinducida por Bip.

pt " 1pr '5C 3py (98)

3pt Pt (99)

et O, Pt 'O (100)
5pt dAMP dAMP Pt (101)
5pt dAMP dAMP Pt (102)

dAMP dAMP H H (103)
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Pt @) 0, Pt (104)

0o, dAMP H H dAMP O, (105)
20, 2H HO, 0O (106)
dAMP H Pt H dAMP Pt (107)
0, dAMP H dAMP ,, (108)

O, dAMP H dAMP ,, (109)

El mecanismo inicia con la absorcién de un fotén por parte de Pt en el estado funda-
mental, para dar el sensibilizador en el estado singlete excitado (Pt ), que luego por 1SC
genera los estados excitados tripletes (*Pt ). En presencia de O, y dAMP existen varias
vias competitivas para la desactivacion de 3Pt : la desactivacién no radiativa para dar Pt
en el estado fundamental (reaccion 99); la transferencia de energia al O, para generar 10,
(reaccién 100); la desactivacion fisica por dAMP (reaccién 101) y la reaccién de transfe-
rencia electrénica con dAMP que lleva a la formacién del par radical IAMP y Pt

(reaccién 102). Este tltimo reacciona eficientemente con el O, del medio para dar O, ,y
regenerar el sensibilizador en el estado fundamental. El radical cation /AMP  en medio
acido pierde un protén para dar el radical neutro d/AMP H que, a su vez, puede reac-
cionar con el radical Pt en una reaccién de recombinacién que regenera los reactivos
iniciales en el estado fundamental (reaccién 107). Esta tltima reaccion (107) explicaria la
ausencia de consumo del nucleétido que se observa en los experimentos de irradiacion
estacionaria en condiciones anaerébicas (Figura 54). El O, cumple un rol crucial en el
proceso, ya que es indispensable para que se produzca el consumo del nucleétido. Sin
embargo, si la concentracién supera un cierto valor el proceso se inhibe. En este meca-
nismo la reaccion principal que contribuiria de forma significativa al consumo de dAMP
es la reaccién 109 entre el radical IAMP H vy el Oy para dar productos de oxidacién.
Existiria una concentraciéon de O,, no determinada, pero que deberia ser menor a la con-
centracién del O; en el aire, en donde la eficiencia del proceso es maxima. Por dltimo, el
radical {/AMP H puede reaccionar con el O, para dar dAMP y O, (reaccion 105) o
bien para oxidar al nucleétido (reaccién 108). De estas dos reacciones posibles, la primera
deberia ser la via mayoritaria desde el punto de vista cinético, debido a que en presencia
de SOD (enzima que cataliza las reaccién 106) se observa un aumento en la velocidad de
consumo de dAMP, por lo tanto, en la competencia el consumo del nucleétido debido a
la reacciéon con O, es menos significativa que la reaccién que recupera a dAMP (105).
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En el capitulo 9 se demostré que Bip y sus fotoproductos, Fop y Cap son capaces de par-
ticipar en procesos fotosensibilizados mediante un mecanismo tipo I, es decir, mediante
una transferencia electrénica. Para probar este hecho se utilizé como sustrato el nucle6ti-
do de adenina, ya que justamente dAMP posee una reactividad muy baja frente 10,, pero
es susceptible de experimentar oxidaciones por pérdida de un electrén.

En este capitulo se utilizard otro sustrato de interés biolégico y adecuado para el estudio
de procesos fotosensibilizados, el nucle6tido dGMP, cuya base nitrogenada es la guanina.
Debido a su potencial de oxidacién, la guanina es el componente del ADN mads sensible
a las oxidaciones fotosensibilizadas Tipo I [42]. Por otra parte, esta base nitrogenada es el
tnico componente capaz de reaccionar en forma significativa con el 10, (mecanismo Tipo
II). Es decir, este nucleétido es el principal blanco de las oxidaciones fotosensibilizadas
[42]. Por otra parte, todas las pterinas oxidadas no conjugadas en solucién acuosa y bajo
irradiaciéon UV-A generan eficientemente 10, (Seccioén 4.1). Por consiguiente, si se estudia
la fotosensibilizacion de dGMP por Bip, se tiene una molécula blanco (dAGMP) capaz de
sufrir fotooxidacion a través de los dos mecanismos mencionados y un sensibilizador
capaz de actuar también a través de los dos mecanismos.

El objetivo principal de este capitulo es estudiar la fotooxidacion de dGMP sensibilizada
por pterinas de interés bioldgico, en particular Bip, Fop y Cap; y evaluar la contribucién
de los dos posibles mecanismos involucrados. En este capitulo se presentan resultados de
experimentos en los cuales se irradiaron soluciones acuosas a pH = 5,0-5,5 con radiacién
UV-A (350 10 nm ) conteniendo dGMP y cada uno de los sensibilizadores. Estas solucio-
nes irradiadas se analizaron por HPLC para cuantificar el consumo de los reactivos. Por
otro lado, se llevaron acabo estudios de LFP para estudiar la interaccién de los estados
excitados tripletes del sensibilizador con el sustrato y para identificar la formacién de
especies radicalarias. El andlisis de los resultados se enfocard en la dilucidacién de los
mecanismos de reaccién y evaluar la competencia entre mecanismos Tipo I y Tipo II.

10.1 BIOPTERINA COMO SENSIBILIZADOR DE dGMP
10.1.1  Evaluacion de la capacidad fotosensibilizadora de Bip
Teniendo en cuenta los resultados presentados en el capitulo 9 y estudios realizados

con otros derivados pterinicos [112, 119], se espera que Bip sea capaz de fotosensibilizar
a dGMP. Para evaluar este punto, se irradiaron durante diferentes periodos de tiempo
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Figura 68: Cromatogramas a distintos tiempos de irradiacién de soluciones acuosas equilibradas
con aire que contenian dGMP y Bip. dGMP 134 M; Bip, 94 M; pH= 5,5;
ana 260 nm.

soluciones acuosas dcidas (pH 5,5) estabilizadas en aire que contenian Bip (100 M )y
dGMP (150 M ). Al igual que en el estudio con el nucle6tido de adenina, no se pudo
seguir el proceso fotosensibilizado por espectro fotometria UV-visible, dado que el sensi-
bilizador se consume durante el proceso y por lo tanto los cambios espectrales no pueden
ser atribuidos exclusivamente a la reaccion fotosensibilizada. Sin embargo, las soluciones
irradiadas se pudieron analizar por HPLC para cuantificar el consumo de los reactivos e
investigar la formacion de productos.

En la Figura Figura 68 se comparan los cromatogramas de las soluciones de Bip y dGMP
para diferentes tiempos de irradiacién. Los cromatogramas fueron registrados a diferentes
longitudes de onda, pero en la Figura 68 se muestran los cromatogramas detectados a
260 nm, zona del espectro en la cual absorben los reactivos y productos que provienen de
la fotoquimica de Bip. El pico con t, = 2,9 minutos corresponde a dGMP, y Bip corresponde
al pico con t, = 3,4 minutos. En la Figura 68 se puede apreciar que el drea de ambos picos
disminuye con el tiempo de irradiacion. A su vez, nuevos picos aparecen con ¢, menores
al de dGMP, lo cual estaria indicando la formacién de productos mas polares que dGMP.
Estos picos no provienen de la fotoquimica del sensibilizador, dado que los productos que
corresponde a este proceso se identificaron utilizando soluciones patrén de las sustancias
puras, y corresponden a los picos de t, 6,5 minutos para Fop y 5,2 minutos minutos para
Cap. De estos resultados surgen dos puntos importantes, en primer lugar se comprob6
que Bip es capaz de fotosensibilizar a dGMP. En segundo lugar, la presencia del nucleétido
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Figura 69: Evolucién de la concentracién de reactivos y productos en soluciones acuosas equilibra-
das con aire de dGMP y Bip en funcién del tiempo de irradiacién. dGMP , 153 M;

Bip , 94 M;pH=5;5.

aparentemente no modifica de forma cualitativa la fotoquimica de Bip; la discusién sobre
este comportamiento se retomard en la seccién siguiente.

La Figura 69 muestra los cambios en las concentraciones de dGMP, Bip, Fop y Cap, en
funcién del tiempo de irradiaciéon de soluciones acuosa de Bip y dGMP a pH 5,5 estabi-
lizada en aire. En primer lugar, se observa consumo de dGMP en los minutos iniciales
de la reaccion, el cual experimenta una aceleracién a medida que aumenta el tiempo de
irradiacion. El pequefio consumo inicial, pero no despreciable, se puede asignar al pro-
ceso fotosensibilizado iniciado por Bip, ya que para un periodo menor a 2 minutos la
concentraciéon de Bip disminuy6 s6lo un 35 % de su valor inicial para dar los productos
de fotodlisis. Por otro lado la aceleracion estaria indicando que el o los productos de fo-
tolisis serian sensibilizadores maés eficientes que su precursor. Este comportamiento fue
observado para la fotosensibilizacién de dAMP inducida por Bip.

Con el objeto de obtener mayor informacién sobre los productos generados durante la
fotosensibilizacién de dGMP se registraron los espectros de absorcién de los productos
de fotosensibilizacién (Seccién 6.2), los cuales coinciden con estudios publicados sobre
fotooxidacion directa de dGMP por radiacién UV-B y con los espectros de los produc-
tos obtenidos para la reaccion fotosensibilizada de dGMP inducida por Ptr estudiados
previamente (Figura 70 ) [112, 154].

Para evaluar participacién del O; en la reaccién de fotosensibilizacion de dGMP por Bip
en medio 4cido, se realiz6 la fotdlisis de la mezcla en una solucién previamente burbu-
jeada con argén. Con fines comparativos, se utilizaron las mismas condiciones de concen-
tracién y de irradiaciéon para soluciones equilibradas con aire. En la Figura 71 se muestra
el consumo de dGMP relativo a la concentracién inicial, utilizando como sensibilizadores
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Bip. Los espectros fueron obtenidos de los cromatogramas de una solucién irradiada
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Figura 71: Cambios en la concentracién de dGMP relativa a la concentracién inicial en soluciones
acuosas saturadas en Ar y equilibradas con aire, utilizando como sensibilizador: Bip,
dGMP, 260 M, Bip, 151 M;yFop, dGMP, 260 M, Fop, 85 M.
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Bip o Fop a pH 5,5 para diferentes concentraciones de O, en el medio. La inhibicién del
proceso fotosensibilizado es practicamente completa en las soluciones saturadas con Ar
para ambos sensibilizadores indicando que el O, es indispensable para que la reaccién

ocurra.

10.1.2 Controles

Se llevaron a cabo experimentos de control, similares a los descriptos para el estudio
de la fotosensibilizacién de dAMP (Capitulo 9), para descartar que el consumo de dGMP
se deba a reacciones térmicas o fotélisis del nucledtido mismo. Se registraron espectros
de absorcién y se cuantificé por HPLC las concentraciones de los reactivos de soluciones
acuosas conteniendo dGMP y el sensibilizador, Bip o Fop, conservada en la oscuridad.
Después de una hora no se observaron cambios espectrales, ni en las concentraciones
descartando la existencia de una reaccién térmica entre dGMP y los sensibilizadores (Fi-
gura 72 ).

El segundo control consistié en irradiar soluciones acuosas de dGMP a 350 nm en au-
sencia del sensibilizador. A distintos tiempos de irradiaciéon se tomaron los espectros de
absorcion y se analizaron las soluciones por HPLC. No se observaron cambios espectrales
ni variaciones significativas en la concentracién dentro del tiempo de irradiacién (Figu-
ra 73 ), indicando que no se produjeron cambios quimicos en la molécula de dGMP. Esto
es logico ya que el nucleétido no absorbe radiacién a la longitud de onda de irradiacién
(Seccion 2.2).

10.1.3 Eficiencia de Bip y sus fotoproductos como fotosensibilizadores

Se realizaron experimentos de fotosensibilizaciéon de dGMP utilizando como sensibili-
zadores a cada uno de los compuestos de la via de fotooxidacién de Bip por separado,
incluyendo como control el sensibilizador modelo de esta familia, Ptr. Se irradiaron solu-
ciones acuosas a pH 5,5 estabilizadas con aire compuestas por la misma concentracién de
dGMP (58 M) y cada uno de los sensibilizadores, en idénticas condiciones geométricas
y densidad de flujo de fotones. La absorbancia de los sensibilizadores a 350 nm para cada
una de las soluciones fue la misma (Assonm 0,35 con camino 6ptico 0,4 cm). De esta ma-
nera los fotones absorbidos por cada uno de los sensibilizadores fue idéntica y se pudo
comparar el efecto de la capacidad fotosensibilizadora de cada uno de los compuestos di-

exp
— ) (Rigura 74

rectamente midiendo la velocidad inicial de consumo de dGMP ( ;

)-

A partir de estos datos se calcularon los rendimientos cuanticos de consumo de dGMP
(P th ump) Ppara cada sensibilizador. Para ello se determin6 qr‘i realizando una actinome-
tria para las condiciones de irradiacién dadas (Seccién 5.3 y 5.6). Se calcularon los valores
de P! ), que se resumen el la Tabla 12 utilizando la Ecuacién 110.
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Figura 72: Espectros de absorcién de soluciones que contenian de dGMP y un sensibilizador, Bip o
Fop, mantenidas en oscuridad durante distintos periodos de tiempo (o, 30, 60 y 90 min).
Bip: dGMP , 293 M, Bip, 94 M;Fop, dGMP , 270 M, Fop, 51 M.
Inset: Concentracién de dGMP y el sensibilizador en funcién del tiempo determinadas
por HPLC. Camino 6ptico =0,4 cm; ; pH= 5,5.
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Figura 73: Espectros de absorcién de soluciones de dGMP expuestas bajo radiacién UV-A durante
distintos periodos de tiempo (0, 30, 60 y 9o min). Inset: concentracién de dGMP en
funcién del tiempo de irradiaciéon determinada por HPLC. dGMP , 100 M; pH=
5,5, exc= 350 nm; camino Optico =1 cm.
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Figura 74: Evolucién de la concentracion de dGMP en funcién del tiempo de irradiacién para so-
luciones equilibradas con aire a pH 5,5. Fotodegradacién mediada por diferentes deri-
vados pterinicos. Abs3sonm 0,35, Bip, 138 M; Fop, 81 M; Cap, 121 M;
Ptr, 159 M; dGMP, 56 M; camino 6ptico = 0,4 cm.
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Bip Ptr Cap Fop

Phowp 102 0,46 0,02 0,79 0,03 0,84 0,03 1,50 0,04
PipD=55 0,34 0,01 0,18 0,02 0,27 0,03 0,45 0,05

Tabla 12: Rendimiento cudntico de consumo de dGMP ( tcmp) @ pH= 5,5 y rendimiento cuéntico
de produccién de 10, ( P*) a pD= 5,5; para diferentes derivados pterinicos.

dGmp  €¥P
t
Pt 0
AGMP % (110)
Iy,

En esta tabla se compraran los valores obtenidos para ., con los datos de ren-
dimiento cuantico de produccién de 10, (P para cada sensibilizador (Seccién 4.1).
Claramente Fop es el sensibilizador mds eficiente de la serie de compuestos, con un

F?GMP 1,5 10 2, este valor es el doble que para Cap y Ptr, y tres veces mds en
comparacion con Bip. Por lo tanto, se puede asegurar que la aceleracion en la velocidad
de consumo de dGMP que se observa en el experimento de la Figura 69 se debe a la
formacién de Fop que posee mayor capacidad fotosensibilizadora con respecto a Bip. Esta
diferencia entre los distintos compuestos en la eficiencia como sensibilizadores frente a
dGMP no podria explicarse a partir de los (tabla 12), ya que no hay una tendencia
entre estos valores que justifiquen la diferencia en la eficiencia de fotosensibilizacién de

dGMP.

10.2 ROL DEL 102

La contribucién de la reaccién con 'O, a la oxidacién de dGMP fotosensibilizada por
Bip se estim6 considerando el valor reportado en bibliografia de la constante de reaccién
quimica (k¥°MP 17 107 M 's 1) entre 10, y dGMP. Suponiendo que el consumo de
dGMP observado en los experimentos de irradiaciéon continua se debe exclusivamente a la
reaccién con el 'O, , se puede plantear la ley de velocidad para la reaccién 113, y calcular
la velocidad de consumo de dGMP por 10, con la Ecuacién 114,

pt " ipr K 3py (111)
K2

et 30, " Pt 'O, (112)
kn;iGMP

10, dGMP dGMP ,, (113)

dGMP calc
kgGMP 102

; dGMP (114)
0, SS
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donde 10, o €S la concentracién de 10, en estado estacionario durante la irradiacién de
las soluciones conteniendo un determinado fotosensibilizador pterinico (Pt). Teniendo en
cuenta las vias de formacién (reacciones 111 y 112) y desactivacion del 'O, (reacciones

113 a 119),
k,
o, ' 0 (115)
1 k3
@) @) h (116)
th
o, pt ' Pt 30, (117)
kPt
o, Pt Pt , (118)
deMP
o, demp ' dGMP %0, (119)

se puede calcular su valor utilizando con la Ecuacién 120, (Subseccién 7.1.4),

1% Pt
qp,

1
O
kg k, kPt Pt K{CMP 4GMP

(120)

donde k; 2,6 10°s ! esla constante de velocidad para la desactivacion no radiativa
unimolecular de 'O, y refleja el efecto del solvente, que en este caso es HyO; k, es la
constante de velocidad para la desactivacién radiativa unimolecular de 10,,enla mayoria
de los solventes k, kq ; kP* y K96MP gon las constantes de velocidad de desactivaciéon
total de !0, por Pt y dGMP, respectivamente. Considerando los valores previamente re-
portados para k!t kg £ 1 10°M !s ! (Seccién 3.4), la desactivacion de 'O, por Pt
bajo las condiciones de trabajo es despreciable (es decir kI Pt k; ). Por otro lado,
existen trabajos donde se report6 que la desactivaciéon de 'O, por dGMP en D,O a pD 5,5
es exclusivamente quimica; es decir que k46MP  kIGMP 17 107 M s 1. Por lo tanto,
combinando las Ecuaciones 114 y 120 se puede calcular la velocidad inicial de consumo
de dGMP ( dGii\/IP (C)f‘lc) para la reaccién entre 'O, y dGMP para una dada concentracién
inicial de nucleétido ( dGMP ). Se calcul6 L?AP (C)‘flc para cada sensibilizador utilizado
en el experimento de la Figura 74 y se compar6 con la velocidad inicial de consumo expe-
rimental, medida a partir de la regresion lineal de los datos obtenidos a partir del anélisis
por HPLC ( dcif/”’ gxp ). En la Tabla 13 se comparan los valores obtenidos. En todos los
casos, para un dado sensibilizador estudiado la velocidad de consumo experimental es
al menos un orden de magnitud mayor a la velocidad de consumo calculada mediante
la ecuacién 114. Esta comparacion sugiere que, a pesar que todos los sensibilizadores ge-
neran eficientemente 'O,, y que el sustrato reacciona con esta especie, dicha reaccién sin
ser despreciable no aporta de manera significativa al consumo total del nucleétido en las
condiciones experimentales descriptas.
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compuesto  -4GMP Gole -AGMP P
10 8Ms !

Ptr 0,38 0,05 4,0 0,2

Bip 0,69 0,07 2,5 0,3

Cap 0,83 0,08 8,0 0,6

Fop 0,55 0,06 4,6 0,2

Tabla 13: Velocidades iniciales de consumo de dGMP experimentales ( Lf/lp o ")y calculadas
( dcif/lp galc), considerando la reaccién entre 'O, y dGMP.
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Figura 75: Evolucién de la concentracién de reactivos y productos en funcién del tiempo de irradia-
cién para soluciones de Bip y dGMP equilibradas con aire preparadas en H,O (simbolos
vacios) pH = 5,5 y D,O (simbolos llenos) pD = 5,5. Bip, 93 M; dGMP , 430 M.

Para corroborar esta hipoétesis, se realizaron fotdlisis comparativas de mezclas conte-
niendo Bip y dGMP en H,O y D,O (Subseccién 5.4.3). Se analiz6 la evolucién de las
concentraciones de dGMP, Bip y Fop en funcién del tiempo de irradiacién (Figura 75 ).
Dado queel en D,O es mayor que en H,O (es decir k?zo k? 20 [130], la oxidaci6n fo-
tosensibilizada de dGMP por Bip en idénticas condiciones deberia ser aproximadamente
un orden de magnitud mds rapida en el solvente deuterado si el 'O, contribuyera signifi-

L?N’ o7 al cambiar el solvente

cativamente al proceso. No se observé un aumento en la
de H,O a D,O. Estos resultados confirman que la reaccién quimica entre dGMP y el 10,,
a pesar de no ser despreciable, no parece ser la via principal responsable de la oxidacién

fotosensibilizada de dGMP por Bip.
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10.3 PARTICIPACION DE LOS ESTADOS EXCITADOS TRIPLETES

Considerando que Fop es el primer producto que proviene de la fotoquimica de Bip
y teniendo en cuenta que es el fotosensibilizador més eficiente de la serie estudiada, el
analisis y los experimentos que se presentardn en las préximas secciones tendrdn como
sensibilizadores iniciales a Bip o Fop. El conjunto de experimentos cuyos resultados se
presentan en esta Seccién son similares a los descriptos para los estudios llevados a cabo
con dAMP.

Durante la irradiacién y en presencia de dGMD, el sensibilizador, al cual llamaremos
Pt en forma general, absorbe un fotén para generar el sensibilizador en el estado S, que
luego por ISC pasa al estado T; (reaccion 111). Desde este estado se van a producir una
serie de reacciones competitivas, la transferencia de energia al O, (reacciéon 112), la desac-
tivacién con el solvente (reaccién 121), la reacciéon quimica para dar el IR que en presencia
de O, genera productos oxidados (reacciéon 122) y la desactivacion fisica (reaccién 123) y
quimica (reaccién 124) por dGMP.

ka

3pt ' Pt (121)
k o

Spe. ™ IR 7 P, (122)
deMP

3pt - dGMP " dGMP Pt (123)
kaMP

et dGMP T productos (124)

La presente seccién se centrard en evaluar la competencia entre las diferentes vias que
compiten por la reaccién con Pt del sensibilizador.

10.3.1 Rol del O,

En la Figura 76 se muestra el consumo de dGMP relativo a la concentracién inicial,
utilizando como sensibilizadores Bip o Fop a pH 5,5 para diferentes concentraciones de O,.
Los perfiles de concentracion de dGMP para ambos sensibilizadores utilizados, muestran
claramente una disminucién en la velocidad de consumo en las soluciones saturadas en
O, en comparacién con las soluciones equilibradas con aire.

Haciendo un andlisis analogo al descripto en la subsecciéon 9.2.1, se arriba a una conclu-
sioén similar, es decir, el mecanismo del proceso fotosensibilizado de dGMP por Bip y Fop
deberia involucrar una interaccién entre los 3Pt y el nucleétido. Por otro lado, de este
comportamiento se puede deducir que, si el 1O, tuviera un rol principal en el mecanismo
de reaccion, la velocidad de consumo de dGMP en soluciones saturadas en O, deberia
ser mayor o igual en comparacién a las soluciones equilibradas con aire, lo cual afirma la

hipétesis planteada en la Seccién 10.2.
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Figura 76: Evolucién de la concentracién de dGMP relativa a la concentracién inicial con el tiem-

po de irradiacién en soluciones acuosas saturadas con O, y equilibradas con aire,
utilizando como sensibilizadores: Bip, dGMP |, 260 M, Bip,

dGMP

260

M, FopO 85 M; pH=5,5.

151 M; y Fop,
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10.3.2 Irradiacién en presencia de yoduro de potasio

Tal como se menciond anteriormente, el anién yoduro (I ) en cierto rango de concentra-
ciones desactiva selectiva y eficientemente los estados excitados tripletes de las pterinas
(Seccién 5.2). Con el objetivo evaluar la participacién de los estados excitados tripletes del
sensibilizador en la fotosensibilizacién de dGMP, se realizaron experimentos comparati-
vos en donde se cuantific6 el consumo del nucleétido para soluciones acuosas acidas (pH
5,5) equilibradas con aire, en presencia y ausencia de KI, utilizando como sensibilizado-
res Bip o Fop, similares a los descriptos para la fotosensibilizacion de dAMP (Subseccién
9.2.2). La Figura 77 muestra el efecto de la presencia de KI (300 M) en la velocidad de
consumo de dGMP en soluciones acuosas equilibradas en aire utilizando como sensibili-
zadores Bip y Fop. Para ambos casos el consumo del nucle6tido se ve claramente inhibido
por la presencia de KI. Este resultado es compatible con el efecto observado sobre el con-
sumo de dGMP en soluciones saturadas en O,, y confirma la participaciéon del estado
excitado triplete del sensibilizador en la fotosensibilizacién de dGMP.

10.3.3 Efecto de la presencia de AGMP en la fotoquimica de Bip

10.3.3.1 Irradiacion en presencia de aire

En la Figura 78 se muestran los perfiles de concentracién para el consumo de Bip y la
formacién de sus fotoproductos en soluciones 4cidas equilibradas con aire irradiada en
ausencia y en presencia de 880 M de dGMP. Se observa una inhibicién tanto en el con-
sumo de Bip como en la formacién de sus productos. Considerando que la fotooxidacién
de Bip se inicia a partir de los estados excitados tripletes, este resultado indica la inter-
accion de esta especie excitada con dGMP. En la Figura 79 se muestra el efecto sobre la
velocidad de consumo de Bip para diferentes concentraciones de dGMP. La disminucién
en la velocidad de consumo de Bip que se observa con el aumento de la concentracién de
dGMP estd relacionado con la competencia del nucleétido por la desactivacién del estado
excitado triplete del sensibilizador.

10.3.3.2 Irradiacién en ausencia de Oy

Al igual que en el estudio con el nucle6tido de dAMP (Subseccién 9.2.3.2) se determi-
no6 la formacién del IR en presencia de dGMP para evaluar la interaccién del nucleétido
con el estado excitado triplete de Bip en ausencia de O,, registrando el aumento de la
absorbancia a 480 nm para distintos tiempos de irradiacién. Para ello se realizaron experi-
mentos en donde soluciones acuosas saturadas con Ar a pH 5,5 que contenian Bip fueron
irradiadas durante 10 minutos en intervalos de 20 segundos en ausencia y en presencia
de 300 M de dGMP. La Figura 8o muestra los cambios espectrales para las diferentes
soluciones irradiadas en ausencia de O,. En los insets se muestra el aumento de la absor-
bancia entre 400 y 700 nm que corresponde a la formacién del IR. Al igual que con dAMP,
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Figura 77: Evolucién de la concentracién de dGMP en funcién del tiempo de irradiacién en so-
luciones acuosas equilibradas con y sin agregado de 300 M de KI, utilizando como
sensibilizador: Bip, dGMP , 260 M, Bip, 150 M; Fop, dGMP, 245 M,
Fop, 87 M;pH=5;5.
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Figura 78: Evolucién de la concentraciéon de reactivos y productos en soluciones acuosas equili-
bradas con aire de Bip sin (linea cortada) y con agregado de 8oo M de dGMP (linea
continua) a pH 5,5. Bip, 8o M.
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Figura 79: Evolucién de la concentraciéon de Bip a diferentes tiempos de irradiacién en soluciones
acuosas equilibradas con aire de Bip en ausencia y en presencia de diferentes concen-
traciones de dGMP.



10.3 PARTICIPACION DE LOS ESTADOS EXCITADOS TRIPLETES

2,0
t =0s
t,=40s
t,=80s
15 t =120s
! t =200s
8 t =320s
g t =500s
I
2 1,04 g
O 4
n
Q T T T T T T v T T
< 450 500 550 600 650
0,5 - (nm)
0,0 . . . e
200 300 400 500 600 700
(nm)
(a) Sin agregado de dGMP.
1,5
0,08 =0
t =40s
.S t =80s
2 0:09 t =120
S
o 1,07 = 0,041
o —
9 S
< < 0,02
=
2 0,00 e —
O 0,5 400 450 500 550 600 650
<
(nm)
0,0 T T 1 ! I
300 400 500 600 700
(nm)
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Figura 81: Evolucién de la absorbancia a 480 nm en funcién del tiempo de irradiacién de solu-
ciones saturadas con Ar a pH 5,5 de Bip con y sin agregado de dGMP. Bip =100 M;
dGMP =300 M; camino 6ptico = 1 cm.

en presencia del nucleétido, la formacién del IR es menor. En la Figura 81 se compara el
aumento de la absorbancia a 480 nm en funcién del tiempo de irradiacion para ambas so-
luciones, alli se puede observar que la formacién del IR es marcadamente menor cuando
en el medio de reacciéon estd presente dGMP. Este comportamiento se pude puede adjudi-
car nuevamente a la competencia de los *Bip por dGMP en ausencia de O,, representada

por las reacciones 122, 123 y 124.

10.3.4 Desactivacion de los estados excitados tripletes

En esta seccién se analizard la interaccion de los estados excitados tripletes de los sen-
sibilizadores (en general 3Pt 3Bip , 3Fop , 0 3Cap ) con el nucleétido de guanina
utilizando la técnica de LFP. Se determinaron las constantes de desactivacién total de 3Pt
por dGMP (kaGMP ). Para esto, se registraron las sefiales de decaimiento de los tripletes
a 420 nm (Capitulo 8), en soluciones saturadas en Ar que contenia un determinado sen-
sibilizador y concentraciones crecientes del nucleétido. Una vez obtenidos los valores de

T a partir del ajuste biexponencial de las sefiales (ecuacién 80), se realizé un andlisis de
Stern-Volmer utilizando la Ecuacion 125

1 JKICMP gGMP (125)

tr

~ ‘Ho

En todos los casos se obtuvieron gréficas lineales para ambos tripletes (Figura 82 ) y de
la pendiente se calcularon los valores de kaGMP correspondientes para cada compuesto
estudiado. En particular, la desactivacion del estado excitado triplete de Ptr por dAGMP se
estudiara en el capitulo 11. En la Tabla 14 se resumen los valores de k‘fTGMP obtenidos a
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Figura 82: Graficas de Stern-Volmer para la desactivacién de los estados excitados tripletes por
dGMP. 71,y 1, calculados a partir de los decaimientos registrados en soluciones acuo-
sas saturadas con Ar a pH 5,5 de las pterinas oxidadas estudiadas y concentraciones
crecientes de dGMP. .,y 355 nm, 4us 430 nm, Abs3s5,,  0,5. Bip 80 M,
Fop 55 My Cap 68 M.

KICMP109M s 1

COMPUESTO T, T
Bip 0,6 0,1 1,6 0,3
Fop 0,9 0,2 2,0 0,3
Cap 0,05 0,10 0,05

Tabla 14: Constantes de desactivacién de >Pt por dGMP a pH 5,5 calculadas para las especies T;
y Tg.
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SOLUCIONES Bip Fop
T T, T T,

AGMP
ey 0,49 0,048 0,36 0,08
AGMP
fqoz 0,23 0,041 0,18 0,06

Tabla 15: Fraccién de 3Pt desactivado por dGMP en presencia de O, ( ngGMP ) a pH 5,5 calculadas
para las especies T; y T, utilizando Bip o Fop como sensibilizadores.

pH 5,5 para cada compuesto correspondiente a las dos especies excitadas triplete, 1.y 7.
Los valores resultaron similares, dentro del error experimental, para Bip y Fop, y su vez
son del orden a los valores de k‘tifMP determinados en el capitulo 9. En el caso particular
de Cap no se pudo calcular el valor de la constante para la especie T, mientras que para
7, resulté un orden de magnitud més baja en comparacién a los otros dos compuestos.

A partir de los valores de k‘fTGMP y kqoﬁ (Capitulo 8 Tabla 8) es posible evaluar la com-
petencia entre el O, y dGMP por la desactivacion de 3Pt vy, de esta manera, se analizo el
efecto del O, en la velocidad de la degradacion fotosensibilizada de dGMP observada en
los experimentos de irradiacién continua (Figura 71). La fraccién de 3Pt desactivado por

dGMP en presencia de O, ( fquMP ) se puede calcular con la Ecuacién 126

dGMP
oMP k{SMP dGMP
’ ki k32 Oy K§SMP dGMP

(126)

Para las condiciones de concentracion de dGMP utilizadas en los experimentos de la

Figura 71, se calcularon los valores de f;GMP (Tabla 15 ) para dos concentraciones de

O»: soluciones equilibradas con aire fiSMP o

o y soluciones saturadas con O,
Comparando los valores obtenidos se desprende que, un incremento en la concentraciéon

de O, reduce significativamente la eficiencia de la desactivacién de los 3Pt de ambos
sensibilizadores. Esto explica la disminucién de la velocidad de consumo del nucleétido
observada en los experimentos de irradiacién estacionaria en soluciones saturadas en O,
con respecto a las soluciones equilibradas con aire.

10.4 FOTOSENSIBILIZACION POR TRANSFERENCIA ELECTRONICA

Habiendo demostrado que un mecanismo Tipo II sin ser despreciable no resulta la
via mayoritaria de consumo del sustrato, el proceso fotosensibilizado entre Bip y dGMP
estaria llevandose a cabo por un mecanismo Tipo I. Es decir que, por una transferencia
electrénica desde dGMP hacia el sensibilizador en un estado electrénicamente excitado, se
formarian los correspondientes pares radicales, el radical anién del sensibilizador (Pt )
y el radical cation de dGMP (dGMP ), reaccién 127.

3pt dGMP dGMP Pt (127)
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Se realiz6 el calculo del  grG° para dicho proceso, similar al realizado en la subseccién
9.3.2 para dAMP. El valor de erGP 113,9KJ mol ! resulté mas negativo que el
correspondiente a dAMDP, lo cual es esperable debido a que dGMP tiene el menor potencial
de oxidacion de la serie de nucleétidos (E jopmp acmp 1,21V vs. NHE) [150]. En
conclusion , la reaccion 127 resulta termodindmicamente favorable.

10.4.1 Irradiacién en presencia de superdxido dismutasa

En esta seccion se analizara la participacion del anién O, en la reaccion fotosensibili-
zada de dGMP por Bip y Fop. La Figura 83 muestra la velocidad de consumo de dGMP
en soluciones irradiadas estabilizadas en aire conteniendo el nucle6tido y usando como
sensibilizadores Bip o Fop a pH 5,5 en presencia de 50 U ml ! de SOD. Como control se
utilizaron soluciones idénticas pero sin el agregado de SOD. Para ambos sensibilizadores
utilizados, la velocidad de consumo aumenta considerablemente en presencia de SOD con
respecto al control.

En primer lugar, con este resultado se puede asegurar la participacién del O, en el pro-
ceso, debido a que se observa un cambio en la velocidad de consumo de dGMP al agregar
SOD. Se puede plantear la transferencia electrénica entre el estado excitado triplete del
sensibilizador y el nucleétido en el estado fundamental con la consecuente formacion de
los pares radicales, (reacciéon 127). A su vez el radical Pt reacciona con el Oy, para dar
O,

Por otro lado, para explicar el aumento de la velocidad de consumo de dGMP en pre-
sencia de SOD se debe considerar las posibles reacciones del radical _IGMP . Se conoce
que este radical reacciona con O, para dar como producto la molécula del nucleétido
oxidada. Pero esto no explicaria el aumento de consumo, por que si este fuera el caso, la
presencia de SOD eliminaria una via de consumo de dGMP. La tinica reaccién posible que
explicaria este comportamiento es la recombinacién de los radicales para dar nuevamente

el sustrato en el estado fundamental y O,, reaccién 128.

O,  dGMP dGMP O, (128)

10.4.2 Investigacion del radical guanina

La formacioén del radical de nucleétidos y nucledsidos de guanina como asi también de
la base nitrogenada (G ) ha sido ampliamente estudiado mediante las técnicas de radio-
lisis de pulso y LFP excitando con un laser a 193 nm. Luego de la excitacion del laser el
radical formado es un 4cido relativamente fuerte, por lo tanto a pH>5 se desprotona para
dar el radical neutro (reaccién 129). En consecuencia, en las condiciones experimentales
utilizadas, si existiera oxidacion de dGMP a dGMP , deberia detectarse el radical neutro
dGMP H
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Figura 83: Evolucién de la concentracién de dGMP en funcién del tiempo de irradiacién en solu-
ciones acuosas equilibradas con y sin agregado de 50 U m! ! de SOD, utilizando como
sensibilizador: Bip, dGMP , 260 M, Bip, 150 M; o0 Fop, dGMP , 243 M,

Fop, 87 M;pH=5,;.
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Figura 84: Espectro de absorcion de transientes diferencia, calculado como la resta entre el espectro
registrado en una solucién saturada en Ar de Bip (9o M) y dGMP (1 mM) menos el
espectro de Bip sin agregado de dGMP registrados a pH 5,5, 10 s luego del disparo
del laser. Inset: crecimiento del radial _iGMP H y su ajuste, con la correspondiente
distribucién de los residuos, registrado 2 s después del laser, 4, 320 nm.

iGMp " aeMP H O H (129)

Este radical neutro resultante posee caracteristicas particulares que posibilitan su detec-
cién por la técnica de LFP en diferentes sistemas. Posee una banda con un maximo apro-
ximadamente a 320 nm ( $,, 6800 M 'cm 1)y un tiempo de vida mayor a 100 s [153].
Con el objetivo de encontrar evidencia directa de la transferencia electrénica entre el
sustrato y el sensibilizador se realizaron experimentos excitando a Bip con el tercer armo-
nico de un laser de Nd-YAG (355 nm) y registrando espectros de transientes en presencia
y ausencia de 1 mM de dGMP a pH 5,5. Se registraron las sefiales entre 280 y 600 nm
con una escala de 10 s divisién. Considerando que el tiempo de vida de los tripletes
de las pterinas esta en el orden de los 3 s, con esta escala nos aseguramos que el tri-
plete termin6 de decaer. Cabe aclarar que estos espectros fueron registrados utilizando
un sistema en flujo para evitar la degradacién de las muestras, debido a que Bip es fo-
toquimicamente inestable y se oxida en presencia de O, y bajo radiacién UV-A. Ademas,
se realizaron controles a través de la medida de los espectro UV-visible antes y después
de registrar el espectro de transientes para controlar que no hubieran cambios en los es-
pectros de absorcién, y de esta manera verificar que no hubiera un consumo significativo
de Bip durante el experimento. El espectro que se muestra en la Figura 84 se calcul6 a
partir de la diferencia entre el espectro de una solucién de Bip y otra que contenia Bip en
presencia de 1 mM de dGMP registrados en ausencia de O,. Se puede observar la banda
de absorcion caracteristica del radical _(GMP H a 320 nm y se determin un tiempo
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Figura 85: Crecimiento de la sefial del radical _iGMP H registrado a 320 nm en soluciones
saturadas con Ar a pH 5,5 que contenian Bip y concentraciones crecientes de dGMP, 2
s después del disparo del laser. Bip , 9o M.

de vida promedio mayor a 100 s. Este resultado confirma la transferencia electrénica
fotoinducida entre Bip y dGMP.

La formaciéon de _/GMP H se puede monitorear registrando la evolucién temporal
del cambio de absorbancia a 320 nm luego del pulso del laser. En el inset de la Figura 84
se muestra la formacién del radical, la cual sigue una cinética de primer orden y cuya
seflal aumenta con un determinado tiempo de formacién hasta llegar a un plateau. Se
registraron las trazas a dicha longitud de onda para diferentes concentraciones de dGMP,
las trazas obtenidas se ajustaron aplicando la Ecuacién 130 similar a la utilizada en la
Subseccién 9.3.3,

kt

Az A1 Azexp (130)

donde Aspg es la variacién de la diferencia de absorbancia registrada a 320 nm, A; es
el valor de Aszyy cuando ¢ , Ay es el factor pre-exponencial, y k es una constante.
Dado que A; esigual a $,,0 AGMP H , el valor de este pardmetro es directamente
proporcional a la cantidad de radical formado. Por otro lado, k es igual a la inversa del
tiempo que demora en formase el radical, y va a depender de la concentracién inicial
de dGMP. Al igual que el comportamiento observado para dAMP, todas las trazas de la
Figura 85 en presencia de dGMP muestran una disminucion del {¢ del radical dependiente
de la concentracion de dGMP y a su vez muestran un incremento del parametro Ay, lo
cual implica que hay un aumento en la cantidad de radical formado. Se determinaron
los tiempos de formacion del radical, con el valor de 1/k, para cada concentracién de
nucleétido. Al comparar estos valores con los 7, de Bip registrado a 420 nm para las
mismas concentraciones de dGMP (Figura 86 ), los tiempos de vida de formacién del
radical resultaron iguales, dentro del error experimental, al valor del 7, de Bip para
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Figura 86: Tiempo de formacion del radial _(GMP  H (ts) y tiempo de vida del triplete de Bip
( 1) para diferentes concentraciones de dGMP en Ar a pH 5,5, registrado a 320 nm y
420 nm respectivamente. Bip , 90 M.

cada concentraciéon de dGMDP, registrados a 320 y 420 nm respectivamente. Este resultado
indica claramente que el radical de dGMP se forma exclusivamente por la transferencia
electrénica a partir del estado excitado triplete de Bip, excluyendo la participacién del
estado excitado singulete considerando que el tiempo de vida de este estado excitado es
de 9,1 ns (Seccién 4.1). Por ultimo, es importante resaltar que Bip posee, al igual que las
demas pterinas estudiadas, dos tiempos de vida de triplete. A través de estos resultados
se puede confirmar que s6lo uno de ellos es es responsable del proceso fotosensibilizado

y corresponde al tautémero lactama, de tiempo de vida largo.

10.5 MECANISMO DE REACCION

A lo largo de este capitulo se estudiaron las propiedades fotosensibilizadoras de Bip y
sus fotoproductos Fop y Cap utilizando como sustrato el nucle6tido de guanina, dGMP. En
prime lugar, se comprobé que los tres compuestos estudiados son capaces de fotoinducir
la degradacion de dGMP en soluciones acuosas equilibradas con aire a pH 4cido, siendo
Fop el sensibilizador més eficiente. Se prob6 que para que la reaccion ocurra es indispen-
sable la presencia O,. Sin embargo la contribucién de una oxidacién mediada por el 1O,
no tiene un aporte significativo.

En base a los resultados presentados se plantea el siguiente mecanismo de reaccién.

pt " 1pt 15 3py (131)

St O Pt 10O, (132)
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3pt dGMP dGMP Pt (133)
pt O, O, Pt (134)

dGMP dGMP H H (135)
O, dGMP H H dGMP O, (136)
20, 2H HO, 0O (137)
dGMP H Pt H dGMP Pt (138)
0, dGMP H dGMP ,, (139)

O, dGMP H dGMP ,, (140)
0, dGMmP dGMP (141)

El proceso inicia con la absorcion de un fotén por parte del sensibilizador y la forma-
cién del estado excitado singlete que luego por ISC generar los estados excitados tripletes
(reaccién 131). Esta especie excitada puede reaccionar con O, para generar 'O, por trans-
ferencia de energia (reaccion 132). Por transferencia electrénica desde dGMP hacia 3Pt
se generan los correspondientes pares radicales. En solucién dcida dGMP  se deprotona
rdpidamente para generar el radical neutro (reaccién 133 y 135). Las vias que producen
consumo del sustrato provienen de las reacciones entre _iGMP H y O; (reaccién 140),
y paralelamente entre dGMP en el estado fundamental y el 'O, (reaccién 141), esta Gltima
reaccion, sin ser despreciable, no resulta ser la via de consumo mayoritaria en las condi-
ciones experimentales utilizadas. Por tltimo, el O, puede reaccionar con _iGMP H
para regenerar a dGMP (reaccién 136) o bien dar productos oxidados (reaccion 139). La
primer reaccién seria la via principal de reaccion del O, debido a que al eliminar esta

especie se observa un aumento del consumo del nucleétido.
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En la seccién 4.3 se explicé que, estudios previos sobre la fotosensibilizacién de nucleé-
tidos ptricos por Ptr propusieron un mecanismo de Tipo I como el predominante para
dAMP y dGMP en soluciones acuosas neutras o ligeramente 4cidas. Este mecanismo, que
se inicia con la transferencia electrénica desde el sustrato al estado excitado triplete de
Ptr, se encuentra resumido en las ecuaciones 34 a 39. En los capitulos 9 y 10, se demos-
tr6 que dicho mecanismo es también el predominante para la fotosensibilizacion de los
mencionados sustratos por las pterinas de interés biomédico (Bip, Fop y Cap).

Sin embargo, el mecanismo no se conoce en profundidad y varios interrogantes quedan
por resolver para poder plantear un conjunto general de procesos que permitan explicar
con detalle los resultados experimentales observados. Con este objetivo se realizé una
nueva serie de experimentos de irradiacién estacionaria y con resolucién temporal cuyos
resultados se presentan en el presente capitulo.

Estos estudios se realizaron con Ptr como sensibilizador y dGMP como sustrato oxida-
ble en medio 4cido (pH 5,5). Se eligi6 este sistema considerando que Ptr es la molécula
maés sencilla y fotoquimicamente més estable de ésta familia. Con respecto al sustrato, tal
como se mencioné anteriormente, dGMP es una molécula capaz de reaccionar tanto por
mecanismo Tipo I como por un mecanismo Tipo II.

En particular, algunos de los interrogantes que se intentaran responder son los siguien-
tes: i) si el proceso se desencadena con una reaccién de transferencia electrénica en la cual
no participa el O,, ;por qué es necesaria la presencia del mismo para que la degradacién
del nucleétido tenga lugar?; ii) si la reaccion entre dGMP vy el 'O, es muy rapida, ;por
qué la oxidacién por esta especie reactiva no contribuye significativamente al consumo
global del nucleétido?; iii) jpor qué la eliminacién del O, , especie reactiva que se sabe
reacciona con el radical guanina, conduce a un aumento del consumo del nucleétido?; iv)
(cudles son los productos de la reaccion fotosensibilizada de dGMP por Ptr y coémo varia
su distribucién al cambiar las condiciones experimentales?.

Para responder estas preguntas se combinaron técnicas espectroscopicas y analiticas
con el analisis cinético. Utilizando la técnica de LFP se estudio la interaccién de los estados
excitados tripletes del sensibilizador con el sustrato, la formacion de especies radicalarias
y la cinética de desapariciéon de dichas especies. Por otro lado, se estudi6 la interacciéon
del 'O, con el sustrato empleando técnicas espectroscopicas de emisién en el NIR. Por
altimo, la identificacién de los productos de reaccién del proceso fotosensibilizado, como
asi también el andlisis de su distribuciéon en diferentes condiciones experimentales, se
realiz6 utilizando un equipo UPLC-MS/MS.
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Figura 87: Evolucién de la concentraciéon de dGMP en funciéon del tiempo de irradiacion en so-
luciones acuosas que contienen Ptr y dGMP. Experimentos realizados con soluciones
equilibradas con aire, libres de O,, saturadas con O, y equilibradas con aire en presen-
ciade SOD. Ptr, 100 M, dGMP, 295 M, SOD 50U/ml.

11.1 CARACTERISTICAS GENERALES DE LA REACCION FOTOSENSIBILIZADA

En primer lugar, se realiz6 una serie de experimentos de irradiacién estacionaria ten-
dientes a reproducir el comportamiento descripto en la literatura para el sistema en estu-
dio. Por consiguiente, se llevaron a cabo irradiaciones de soluciones acuosas conteniendo
Ptr (100 M)y dGMP (300 M) bajo diferentes condiciones experimentales y se compa-
raron los correspondientes perfiles de concentracién del nucleétido obtenidos por HPLC.
La Figura 87 muestra los resultados obtenidos bajo irradiacién continua a 350 nm de so-
luciones bajo las siguientes condiciones: soluciones equilibradas con aire, saturadas con
O, o Ar y equilibradas con aire en presencia de SOD. Los perfiles de concentracién de
dGMP mostraron que, el O, es necesario para que la degradacién del nucleétido tenga
lugar, ya que en anaerobiosis no hay consumo. Sin embargo, en soluciones saturadas con
O», la velocidad de consumo de dGMP fue mucho menor con respecto a las soluciones
equilibradas con aire. Por otra parte, la presencia de SOD causé un aumento significativo
en la tasa de consumo de dGMP.

En otra serie de experimentos se cuantificé el consumo de dGMP en forma compara-
tiva en soluciones irradiadas de Ptr y el nucleétido preparadas en H,O y D,O en medio
acido (Subseccién 5.4.3). Aunque el valor de la velocidad de consumo de dGMP aumenté
ligeramente al cambiar el solvente de H,O a D,O (Figura 88 ), el efecto isotépico observa-
do es menor al esperado si la reaccién ocurriese tinicamente mediante un mecanismo de
fotooxidacion Tipo II. Estos resultados sugieren que la reaccion quimica entre dAGMP y el
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Figura 88: Evolucién de la concentracion de dGMP relativa a la concentracién inicial en soluciones
de Ptr y dGMP equilibradas con aire preparadas en H,O (simbolos llenos) a pH = 5,5 y
D,0O (simbolos vacios) a pD = 5,5. Ptr, 150 M; dGMP, 200 M.

10,,a pesar de no ser despreciable, no es la via principal de la oxidacién fotosensibilizada
por Ptr.

Los resultados presentados en las Figuras 87 y 88 son andlogos a los expuestos en el
capitulo 10 para otros derivados pterinicos. Ademds son compatibles con los anteceden-
tes de bibliografia [114]. Es decir, el comportamiento observado para la degradacién de
dGMP fotoinducida por Ptr, cuyo mecanismo se pretende dilucidar en este capitulo, es el
esperado considerando los estudios previos.

11.2 DESACTIVACION DE LOS ESTADOS EXCITADOS TRIPLETES

En el capitulo 10 se determiné que dGMP desactiva los estados excitados tripletes de
Bip y sus fotoproductos. Antes de iniciar el estudio del mecanismo de la oxidacién de
dGMP fotosensibilizada por Ptr, se realizaron experimentos de LFP similares a los pre-
sentados en la subseccién 10.3.4 para los demds derivados pterinicos, con el objetivo de
evaluar la eficiencia de la interaccion del nucle6tido con los 3Ptr . Tal como se describié
en la subseccion 8.1.2, Ptr presenta dos 3ptr , los cuales se denominaran (T, y Tj), con los
siguientes tiempos de vida: 1. 0,36 sy 7, 3,6 s.Se registraron los decaimientos
de los Ptr a 430 nm en soluciones acuosas saturadas con Ar que contenfan Ptr y dife-
rentes concentraciones de dGMP, las cuales se ajustaron con ecuaciones biexponenciales
(ecuacién 80) y se realizé un andlisis de Stern-Volmer utilizando la ecuacién 125.

Las graficas de Stern-Volmer obtenidas mostraron un comportamiento lineal (Figura 89
)- De la pendiente de éstas graficas se calcularon los valores de kaGMP correspondiente a
cada triplete, k{*™P 2,0 0,6 10°M 's 'y kafMP 54 0,8 10°M 's ! Estos
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Figura 89: Gréfica de Stern-Volmer para la desactivacion de los *Ptr por dGMP. 1. y 7, calcu-
lados a partir de los decaimientos registrados en soluciones acuosas saturadas con Ar
a pH 5,5 de Ptr y concentraciones crecientes de dGMP. ;44 430 nm, Asss 0,5.
Ptr 100 M

valores son similares a los obtenidos para Bip y Fop (Subsecciéon 10.3.4), y ademds se en-
cuentran en el orden de lo reportado en la literatura para la constante de desactivacién de
3Ptr por guanosina a pH 9 [100]. Este resultado es una evidencia directa de la interaccién
de ambos estados excitados tripletes del sensibilizador con el nucleétido.

De manera andloga al calculo realizado con Bip, a partir de los valores de k‘fTGMP y k%
(Capitulo 8, Tabla 8) se evalué la competencia entre el O, y dGMP por la desactivacién
de los 3Ptr . De esta manera, se analizé el efecto de la variacién de la concentracién de
O, en la velocidad de la degradacion fotosensibilizada de dGMP observada en los experi-
mentos de irradiacién continua. Se calculé entonces la fraccién de los *Ptr desactivados
por dGMP en presencia de O, ( fquMP ) con la ecuacién 126 para las condiciones de con-

centracion de dGMP y O, utilizadas en los experimentos de la Figura 87. Los valores de

dGMP dGMP
Gaire y f‘702

a 0,17 y 0,14, en las soluciones equilibradas con aire y saturadas con O,, respectivamente.

obtenidos fueron 0,56 y 0,23 para T;, mientras que para T. fueron iguales

Comparando los valores se puede concluir que, un incremento en la concentracién de O;
reduce significativamente la desactivacién de los >Pt por dGMP para la especie con 7,
mientras que la que posee el 1, no se ve afectado significativamente. Este efecto explica
la disminucién de la velocidad de consumo del nucleétido observada en los experimentos
de irradiacién estacionaria en soluciones saturadas en O, con respecto a las soluciones

equilibradas con aire.



11.3 INVESTIGACION DEL RADICAL GUANINA

1,0 S

0,8

o
N / \

B ;
S o \
< o2 \ @ / ¢ °
N | .,.\...\-/. ‘e \...\.‘ /.\..‘ /\‘
! ’ PR
0,24 ¢ ..\.

T T T T T T T T T T T T
300 350 400 450 500 550 600
(nm)

Figura go: Espectro de absorcion de transientes diferencia, calculado como la resta entre el espectro
registrado en una solucién saturada en Ar de Ptr (100 M) y dGMP (2 mM) menos el
espectro de Ptr sin agregado de dGMP registrados a pH 5,5, 10 s luego del disparo del
laser.

11.3 INVESTIGACION DEL RADICAL GUANINA

En estudios previos se determiné la generacién del radical _iGMP H a partir de Ptr
por la técnica de LFP [112]. Por otro lado en el capitulo 10 se detect6 la formacién de
este mismo radical pero utilizando Bip como sensibilizador. En experimentos similares se
investigo la formacién del radical _iGMP H en una soluciéon que contenia dGMP y Ptr
en ausencia de O,. Se registré un transiente de tiempo de vida largo y con una la banda
de absorcién centrado en 320 nm (Figura go ). Este resultado confirma la formacién del

radical y, a su vez, la existencia de un proceso de transferencia electrénica.

11.3.1  Cinética de formacién del radical guanina

Tal como se explicé en la subseccion 10.4.2, la formaciéon de AGMP H se puede mo-
nitorear registrando la evolucién temporal del A3z luego del pulso del laser. Ajustando
las sefiales obtenidas con la ecuacion 130 se puede calcular el ¢ del radical como la inver-
sa de la contante k. Por otro lado, el valor de A; serd proporcional a la concentracion de
dGMP H alcanzada una vez que se completa la reaccién de transferencia electrénica.

En una primera serie de experimentos se registraron las sefiales de crecimiento para
diferentes concentraciones de dGMP en soluciones de Ptr (100 M). En todos los casos
las sefiales se ajustaron con una cinética de primer orden (ecuacién 130) y mostraron un
aumento de la cantidad de A\GMP H formado al aumentar la concentraciéon de dGMP

inicial (Figura 91 ). A partir del ajuste de estas sefiales se calcularon los valores de ¢ para
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Figura 91: Crecimiento de la sefial de dGMP H en soluciones saturadas en Ar de Ptr y dGMP
monitoreado siguiendo la evolucién temporal de Aszyg luego del pulso del laser para
diferentes concentraciones de dGMP, las cuales se indican junto a cada traza. Ptr
100 M.

cada concentraciéon de dGMP, y se observd que los mismos disminuyen con el aumento
de la concentracién del nucleétido y resultaron iguales, dentro del error experimental, a
los valores de 1, de Ptr registrados a 430 nm (Figura 92 ). Teniendo en cuenta que el rde
Ptr es igual a 7,6 ns, se puede descartar la participacion del estado excitado singlete en el
proceso. Por lo tanto, los resultados indican claramente que, en estas condiciones experi-
mentales, la formacién del radical IGMP H se debe exclusivamente a la transferencia
electrénica desde dGMP hacia T; de Ptr.

En otra serie de experimentos de LFP se analiz6 la sefial de formacién del radical
dGMP H registrada a diferentes concentraciones de O, para concentraciones fijas de
nucleétido (1 mM) y Ptr (100 M). Se puede apreciar en la Figura 93 (a) que al aumentar la
concentracién de O; la cantidad de radical _iGMP H formado es menor, efecto que se
visualiza en el valor de Aspg a tiempo infinito. En todos los casos la formacién del radical
siguié una cinética de primer orden; sin embargo, el {; se vio reducido por la presencia
del O,. Del ajuste de las sefiales se obtuvieron los valores de ¢ f del radical iGMP H
para cada concentracién de O,. Teniendo en cuenta la comparacion realizada en la Figura
92, los valores de ¢ calculados reflejan la desactivacién del T; de Ptr por O;. A partir de
estos datos y realizando un analisis de Stern-Volmer (Figura 93 (b)) se puede calcular un
valor de quTZI 4 2 10°M s 1 el cual resulté similar, dentro del error experimental,
al obtenido para la desactivacion de los 3Ptr por O, (Capitulo 8, Tabla 8).

Teniendo en cuenta los resultados presentados en los pérrafos precedentes, se pueden
proponer las reacciones competitivas 144 a 149 para el 3ptr , que en las condiciones expe-
rimentales utilizadas, corresponde a la especie T;.
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Figura 92: Tiempo de formacion del radial _iGMP H (tf) y tiempo de vida del triplete de Ptr,
correspondiente a la especie Tj, para diferentes concentraciones de dGMP en Ar a pH
5,5, registrado a 320 nm y 420 nm respectivamente. Ptr 100 M.
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Figura 93: (a)Formacion del radical _iGMP H registrada a partir de la evolucién temporal del
Azpp luego del pulso del laser a diferentes concentraciones de O;, Ptr 100 M,
dGMP 1 mM. (b) Grafica de Stern-Volmer para la desactivacién de 3ptr por Oz en

presencia de dGMP, calculado a partir del tiempo de formacién de diGMP H
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Ptr Ptr (143)
3 Kar
Ptr Ptr (144)
3 kp
Ptr Ptr h (145)
3 o
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kgGMP
Sptr - dGMP " Ptr AdGMP (148)
K"
Sptr dGMP " Ptr dGMP (149)

Luego de la excitacién de la Ptr en el estado fundamental y la formacién del estado exci-
tado triplete, >Ptr (reacciones 142 y 143), éste participa en diversas reacciones competiti-
vas. En primer lugar existen reacciones de desactivacién unimolecular como por ejemplo,
la disipacién de la energia en forma radiativa (reaccién 145) y no radiativa (reaccién 144);
aunque la primera es despreciable a temperatura ambiente. Por otro lado, existen reac-
ciones que conducen a la degradacion fotoquimica del sensibilizador (reaccién 146), en el
caso particular de Ptr estas reacciones son despreciables. Sin embargo, para otras pterinas
oxidadas (por ejemplo Bip o Fop ) se deben tener en cuenta estos procesos. Otra reac-
cién que compite por 3Ptr es la transferencia de energia al O, (reaccién 147). También
debe considerarse la transferencia electrénica desde dGMP (reaccién 148, k‘ffMP ), para
dar los correspondientes pares iones radicales y la desactivacion fisica por la retrotrans-
ferencia de electrones sin salir de la caja de solvente que restablece a dGMP y Ptr en sus
niveles de oxidacién originales (reaccién 149, k‘{ftGTMP )[155, 6, 156]. Cabe aclarar que k‘fTGMP
determinada en los experimentos de LFP corresponde a la suma de las constantes de
velocidad de desactivaciéon quimica y desactivacion por retrotransferencia de electrones
(kaGMP kdGMP k‘bigMP )- De acuerdo a este esquema de reaccién, para una dada concen-
traciéon inicial de dGMP la cantidad de radical formado depende de la concentracion de

O, del medio debido a la competencia entre la reacciones 147 y 148.
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Figura 94: Decaimiento del radical _IGMP  H registrada a partir de la evolucién temporal del
Aszpp luego del pulso del laser en ausencia y en presencia de O,. Ptr 100 M,
dGMP  1mM.

11.3.2 Destino del radical guanina

Una vez que el radical _IGMP H se forma, el descenso de la concentraciéon del mis-
mo también puede ser monitoreado registrando la sefial a 320 nm en funcién del tiempo,
pero usando escalas de tiempo mucho mayores, porque tal como se mencioné anterior-
mente, una de las caracteristicas de este radical es que posee un del orden de los 100 s.
Sin embargo, la cinética de decaimiento del radical va a depender de las condiciones expe-
rimentales. Por consiguiente, en esta seccion se presentara un analisis cinético de las trazas
obtenidas variando las condiciones experimentales, del cual se extraerd informacién para

contribuir a dilucidar los mecanismos de reaccion.

11.3.2.1  Reacciones en ausencia y presencia de O

La Figura 94 muestra la evolucién del Az en funcién del tiempo luego del dispa-
ro del laser, en soluciones equilibradas con aire y saturadas con O, que contienen Ptr
(100 M)y dGMP (1mM). En condiciones anaerébicas, el valor de A cuando el tiempo
tiende a infinito registrado a 320 nm y a otras longitudes de onda fue préacticamente cero,
esto sugiere que no hay formacién de un producto estable a partir de IGMP H en
ausencia de O», lo cual es compatible con lo observado en los experimentos de irradiaciéon
estacionaria, es decir, no se observa consumo del nucle6tido cuando soluciones libres de
O, que contienen Ptr y dGMP se exponen a la radiacion UV-A (Figura 87). Por otro la-
do, los valores de A residual cuando el tiempo tiende a infinito registrados a diferentes
longitudes de onda, pero en presencia de O,, sugieren la formacién de fotoproductos. Lo
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cual también coincide con el consumo del nucleétido observado en los experimentos de
irradiacion estacionaria (Figura 87). Para interpretar estos resultados, se deben plantear
las posibles reacciones en las que pueden estar involucrados los radicales formados.

karo
Pr 0, 7 ptr 0, (150)
kG
dGMP H  Ptr H "™ d4dGMP Ptr (151)
kG
ET O2
dGMP H O, H dGMP O, (152)
kG
r O
dGMP H O, H > dGMP,, (153)
K o,
dGMP H 0O, dGMP ,, (154)
kG
dGMP H " I  productos (155)

Se conoce que el radical anién Ptr  reacciona con el O, de forma eficiente para gene-
rar el aniéon O, (reaccién 150). Por su parte, el radical _IGMP H puede participar en
varias vias competitivas. Puede ser reducido por el radical Ptr  para recuperar dGMP
en el estado fundamental (reaccion 151). Por otro lado, estd reportado en bibliografia
que el O, reacciona muy rapidamente con el radical guanina de acuerdo a dos vias
competitivas: por un lado la reaccién que restituye a dGMP a través de una reaccién de
transferencia electrénica (reaccién 152) [35] y la reaccién de adicién generando como pro-
ducto principal imidazolona (IdZ) (reaccién 153). Simultdneamente, _iGMP H puede
reaccionar con O; para formar productos oxigenados (reaccién 154); sin embargo, esta
reacciéon es muy lenta [157]. Alternativamente dGMP H podria participar en una se-
rie de reacciones independientes del O, para dar otros productos (reaccién 155), aunque
este tipo de proceso no ha sido descripto en la literatura.

En condiciones anaerébicas, la recombinacion de los radicales _iGMP H y Ptr es
la tinica reaccién posible que da como resultado las moléculas de Ptr y dGMP en el estado
fundamental (reaccién 151). Por lo tanto, si dGMP H no participa en ningtin otro tipo
de reaccion, se deberia esperar la recombinacién total de los radicales para recuperar
completamente los reactivos iniciales. La relacién estequiométrica entre _GMP H 'y
Ptr  es 1:1, por lo tanto, la sefial del radical _iGMP H deberia seguir una cinética de
decaimiento de orden dos, dada por la ecuacién 156. Considerando que la concentracién
inicial de ambos radicales es la misma, la ley de velocidad para la reaccién 151 se puede

expresar con la ecuacién 157.

dGMP H
t

ker p, Ptr dGMP H (156)
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dGMP H
t
Tal como se dijo anteriormente, la concentracion de d\GMP H es directamente propor-

kS, p, dGMP H °? (157)

cional al  Aspg, por la ley de Lambert-Beer se puede calcular la concentracién aplicando
la ecuacién 158

Az 30l dAGMP H (158)

G btr Ptr ; Ptr btr
donde 30 30 50 30 -Suponiendo que 3, 35 sepuedereemplazar Aszy

por dAGMP H  conociendo el $,,. Reordenando e integrando la ecuacién 156 entre la
concentracién de radical inicial (dGMP H ) y a un tiempo “t” (dGMP H ), se
obtiene la ecuacién integrada de la velocidad para una reaccién de orden 2, ecuacién 160.

dGMP H dGMP H th ; ( )
1
icmp H , dGMP H 2 o ET Pir 59
1 1
kS t 6
iGMP H , dGMP H , ET Pw (160)

Realizando un andlisis similar pero suponiendo que la tinica reaccién posible para el
radical _AGMP H fuera la reaccién con el O; disuelto (reaccién 154), se puede reali-
zar el siguiente razonamiento. En soluciones equilibradas con aire la concentracién de
O, es aproximadamente 2,7 10 *M, por otro lado para una concentracién de 1 mM
de dGMP, concentracién en la cual se desactivan mds del 9o % de los 3Ptr por el nu-
cledtido, se obtiene un valor de  Azx o 0,0075, lo cual equivale a una concentracién
de dAGMP H 1 10 ®M (ecuacién 158), dos ordenes de magnitud menor que la
concentraciéon de O, en el medio. Por lo tanto, la ley de velocidad para la reaccién 154
se puede expresar como una reaccion de pseudo primer orden con respecto al radical

(ecuacion 162),

dGMP H

p k¢ o, O dGMP H (161)

dGMP H
; ki dAGMP H (162)
conk; k¢ o0, O2 . Se puede calcular dGMP H  utilizando la ecuacion 158, pero
con x9Sy b B 02 . Nuevamente, suponiendo que 2 Py consi-
derando que %, (3)220 se puede reemplazar Az por dGMP H  conociendo el

gzo- Reordenando e integrando la ecuacién 162, se obtiene la ecuaciéon integrada de la
velocidad para una reacciéon de pseudo primer orden (ecuacion 164).

dGMP H , JGMP H t
icmp H , dGMP H 0

k1 t (163)

In dGMP H , IndGMP H , kit (164)
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Notese que la ecuacién 164 también seria vélida incluso si la reacciéon con O, fuera
despreciable y otras reacciones de pseudo primer orden contribuyeran al consumo de
dGMP H |, pero en ese caso kj serfa igual a la sumatoria de todas las vias de consumo
(k).

Por otro lado, el tiempo de vida medio (ti/,) se define como el tiempo en el cual la
concentracion inicial de una especie disminuye en un 50 %. Se puede calcular el valor de
ti;, reemplazando dGMP H , % en las ecuaciones 160 y 164, y llegar a

dos expresiones de t/, para cada tipo de cinética.

= Cinética de orden 1, ecuacion 165

» Cinética de orden 2, ecuacién 166
SEe dGlMP H (166)
ET Ptr 0

Se registraron los decaimientos a 320 nm de soluciones saturadas en Ar que contenian
Ptr y dGMP (Figura 95 (a)). Las trazas registradas se graficaron como A32%) en funcién
del tiempo presentando una dependencia lineal. Para confirmar que los decaimientos no
se ajustan a una cinética de orden 1, los mismos datos se analizaron graficando el In  Aszyg
en funcién del tiempo (Figura 95 (b)). Por el contrario, este tratamiento de los datos no
sigue un comportamiento lineal. Tal como se puede apreciar en la distribucién de los
residuos aplicando uno u otro analisis (Figura 95 (c) y (d)), queda claro que _GMP H
luego de su formacion, se consume siguiendo una cinética de orden 2.

Por ultimo, para una serie de decaimientos registrados a 320 nm en soluciones sa-
turadas en Ar que contenfan una concentracién fija de Ptr (100 M) y diferentes con-
centracion de dGMP entre 50 y 500 M, se calcularon los valores de ti/, y a partir de
los valores de Aspg méximos, se calcularon las concentraciones de dGMP H inicial
(dGMP H ). La dependencia del ti;, con dGMP H ! (Figura 96 ) result6 ser
lineal, lo cual es compatible con una cinética de orden 2 (ecuacién 166). De la pendiente
de esta gréfica se pudo calcular el valor de la constante de reaccion de transferencia elec-
trénica entre IGMP H 'y Ptr kgT Pir 1 03 1019M s 1 la cual resulto
ser del orden difusional. De esta manera, se confirma que bajo condiciones anaerdbicas
la reacciéon correspondiente a la recombinaciéon de AGMP H con Ptr  es la tinica
reacciéon que consume los radicales para producir los reactivos iniciales en el estado fun-
damental y, por lo tanto, no se observa consumo neto del sustrato, esto es consistente con
lo observado en los experimentos de irradiaciéon estacionaria en soluciones saturadas con
Ar (Figura 87).

Por otro lado, en presencia de O,, AGMP H se consume a través de varias vias
competitivas con diferentes cinéticas, las reacciones 151 a 155 que consumen al radical y
la reaccién 150 que elimina a Ptr , todas en conjunto contribuyen a la disminucién de la
velocidad de la reaccién de recombinacién. Por lo tanto, los decaimientos registrados en
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Figura 95: Decaimiento del radical IGMP H registrado a partir de la evolucién temporal del
Az luego del pulso del laser en soluciones libre de O,. Ptr 100 M, dGMP
200 M. (a) In A vs. tiempo; (b) Variacion de A ! vs. tiempo; (c) distribucién de
los residuos para el ajuste lineal de los datos segtin una cinética de orden 1 y (d) una
cinética de orden 2.
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Figura 96: Variacién del ti/, del radical AGMP H con la inversa de la concentraciéon de
dGMP H en soluciones libres de O,. Ptr 100 M.
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Figura 97: Decaimiento del radical IGMP H registrado a partir de la evolucién temporal del
Aszpg luego del pulso del laser en una solucion de Ptr y dGMP equilibrada con y sin
agregado de SOD. Ptr 100 M, dGMP 1mM, SOD  50U/ml.

dichas condiciones no se comportan segtin una cinética de primer ni de segundo orden
(Figura 97 ).

11.3.2.2 Reacciones en presencia de superdxido dismutasa

La reaccion 150 genera O, que, en principio, también puede reaccionar condGMP H
(reacciones 152 y 153). Para evaluar la participacion del aniéon O, en el mecanismo de
fotosensibilizacién de dGMP, se llevaron acabo experimentos de LFP con soluciones equili-
bradas con aire que contenian Ptr y dGMP en ausencia y en presencia de SOD (Subseccién
5.4.2).

El valor de Az cuando el tiempo tiende a infinito fue mayor en presencia de SOD
con respecto al control en aire y sin SOD (Figura 97), este resultado sugiere una mayor
formacién de productos de degradaciéon de dGMP cuando el O, se elimina del medio de
reaccion. Este resultado explica por qué en los experimentos de irradiaciéon estacionaria
se observa un aumento en la velocidad de consumo del nucleétido en presencia de SOD
con respecto a las soluciones irradiadas en ausencia de la enzima (Figura 87).

El anélisis de las trazas en presencia de SOD revel6 que el decaimiento del dGMP H
sigue una cinética de primer orden en dichas condiciones. En la Figura 98 se muestra el
andlisis cinético aplicando las ecuaciones 164 y 160 para una traza registrada en una so-
lucién que contenia Ptr y dGMP (100 M) en presencia de SOD (50 U/mi). En este caso,
cuando se grafico la sefial como In A3y en funcién del tiempo, la sefial se ajust6 perfec-
tamente a un comportamiento lineal. Por otro lado, la grafica de A, como funcién del
tiempo no mostré un comportamiento lineal. El comportamiento descripto puede apre-
ciarse en la distribucion de los residuos para ambos tratamientos (Figura 98 (c) y (d)).
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Figura 98: Decaimiento del radical _IGMP H registrada a partir de la evoluciéon temporal del

Azpo luego del pulso del laser en soluciones equilibradas con aire y con el agregado de
SOD, exc 355nm, Ptr 100 M, dGMP 100 M, SOD 50U/ml. (a)ln A
vs. tiempo; (b) variacién de A Lys. tiempo; (c) distribucién de los residuos para el
ajuste lineal de los datos segin una cinética de orden 1 y (d) una cinética de orden 2.

175



176

MECANISMO GENERAL DE FOTOSENSIBILIZACION DE dGMP POR PTERINAS OXIDADAS

3,54
3,0
2,5

2,04 °

1,54 o0 ¢ i

t,, (10%s)

1,0 1

0,54

0,0 .
0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35

[dGMP(-H) ], (10° M)

Figura 99: Variacién del t/, del radical _iGMP H en funcién de la concentracién inicial de
dGMP H en soluciones equilibradas con aire y con el agregado de 50 U/m! de SOD.
Ptr 100 M.

De forma andloga a los experimentos de LFP realizados en ausencia de O, se analiz6
la variacién del ti/, para diferentes concentraciones iniciales de _/GMP H , dando un
valor constante alrededor de 175 s (Figura 99 ). Lo cual es compatible con una cinéti-
ca de primer, segtin lo descripto por la ecuacién 165 . Esta reportado en literatura que
la constante para la reacciéon quimica entre _iGMP H y O, es muy baja, del orden
de 10> M 's ! o menor [157]. Por lo tanto, deberia existir una reaccién para el radical
dGMP H independiente del O; (reaccién 155) que explique el comportamiento de pri-
mer orden observado en experimentos resueltos en el tiempo y de irradiaciéon continua

en soluciones equilibradas con aire y en presencia de SOD (Figura 87).

11.4 ROL DEL 'O,

Luego de haber analizado las vias de reacciéon probables para las especies radicalarias
involucradas en el proceso, es necesario analizar el otro mecanismo en el que puede
participar el sustrato, su reaccién con !O,. De acuerdo con los resultados presentados
en las seccién 11.2, bajo irradiacién continua, la concentracién en estado estacionario de
10, producida por Ptr deberia ser menor en presencia de dGMP, no solo debido a la
desactivacién del 'O, por dGMP, sino también debido a la desactivacién de Ptr por el
nucleétido. Este tltimo efecto va a depender de la concentracién de O, del medio. Para
explorar este punto se plantearon experimentos en estado estacionario y resueltos en el
tiempo en los cuales se midi6 la emisién de fosforescencia del 10, en el NIR en soluciones
de Ptr y dGMP preparadas en D,O a pD= 5,5 (Subseccién 7.1.4).

La generaci6n fotosensibilizada de 'O, por Ptr involucra la transferencia energia desde
3Ptr hacia el O, disuelto en el medio (reaccién 147). Una vez formado y en ausencia
de otra especie, el 10, se relaja al estado fundamental a través de la desactivaciéon no
radiativa por choques con el solvente o por una via radiativa emitiendo un fotén (reac-
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ciones 167 y 168). En presencia del nucleétido, el 1O, se puede relajar por desactivacién
fisica (kZGMP , reaccién 169) y/o por una reaccién quimica del 'O, con dGMP (k46MP,
reaccién 170), siendo la constante de desactivacién total la suma de estos dos procesos

(kdGMPp kgGM P~ kd4GMPy Se ha demostrado que la componente de desactivacién fisica

casi despreciable, es decir que kfCMP  kdGMP [114].
1 ka3

0, 0, (167)

1 ko3
Oz Oz h (168)

deMP
o, demp ' dGMP 30, (169)

k;iGMP

0, dGMP dGMP ,, (170)

En una primera serie de experimentos se registraron los decaimientos de la emisién de
fosforescencia de 1O, a 1270 nm en soluciones que contenfan una concentracién constante
de Ptr (200 M) y concentraciones de dGMP variables entre o - 8oo M. Estos experi-
mentos se realizaron en soluciones equilibradas con aire y saturadas con O,. En ambas
condiciones y dentro del rango de concentraciones de dGMP utilizado, todos los decai-
mientos siguieron a una cinética de primer orden (Figura 100 ) y se ajustaron con la

ecuacion 171, (Subseccion 7.1.4).

St Siexp - (171)

En la Figura 100 se puede observar que, tanto S; (proporcional a la concentracién inicial

de 10;) como  se reducen en presencia de dGMP en soluciones equilibradas con aire y

dGMP
ki

saturadas con O;. Con estos datos se puede calcular con la ecuacién 172 (Seccion

1.1.2).

0
— 1 KCMP 0 gGMmP (172)

Los valores de k9MP obtenidos de los gréficos de Stern-Volmer de la Figura 101 fueron
iguala1,0 0,5 10°M 's 'y7 4 10°M !s ! para soluciones saturadas con O, y
equilibradas con aire, respectivamente. A pesar del mayor porcentaje de error en la deter-
minacién de la k?6MP en las soluciones equilibradas con aire debido a la baja intensidad
de la sefial a concentraciones mayores que 250 M (Figura 100), estos valores son simila-
res, dentro del error experimental, y a su vez coinciden con el valor de kY6MP reportado
previamente (1,7 0,3 10 M s 1) [114].

Tal como se menciondé antes, S; decrece con el aumento de la concentracion de dGMP,
siendo este efecto mucho mds pronunciado en soluciones equilibradas con aire con res-
pecto a las saturadas con O,. Este resultado confirma que la desactivacion de 3Ptr por

dGMP (reacciones 148 y 149, Figura 89) compite con la transferencia de energia desde
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Figura 100: Decaimientos de la sefial de fosforescencia de 'O, registrados a 1270 nm en soluciones
de Ptr y diferentes concentraciones dGMP para soluciones equilibradas con aire y
saturadas con O,. Experimentos realizados en DO, pD 5,5, .xc 340nm; Ptr
200 M.



s°/s.

11.4 ROL DEL 1O,

2,0 :
n
Dge o Aire
[ |
1,84 _ 45-. Py . | 02
2 40 -
4 [ |
1,6 35
30 - T T T T T T T
14 0 200 400 600 800 S
[dGMP] ( M) -

0,8 T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700 800
[AGMP] ( M)
()
8
1 8_': Aire
746 18m @)
‘_.' 6+ ]
1 { e - -
6 - \:'z’_ 44 °
%} E °
] 5 °
5 ] T T T T T T T
i 0 200 400 600
4 [dGMP] ( M)

U
100

—
200

S(I)O I 4(|)0
[dGMP] ( M)
(b)

——
500

—
600

—
700

800

Figura 101: Gréficas de Stern-Volmer: (a) para el tiempo de vida del 'O, (), calculado analizando
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3Ptr al O, (reaccién 147). Por lo tanto, el en las condiciones experimentales, depende-
rd de la concentraciéon de dGMP. Como se explicé en la subseccién 7.1.4, en ausencia de
dGMP, el © esta dado por la ecuacion 65. En presencia de un desactivador como dGMP,
ot disminuye y, por ende, también lo hard . La ecuacién 65 se convierte en la ecuacién
173 en presencia del nucleétido.
con

O 3
ketT O,

k2 30,  K{SMP aGMP

et

o (173)

donde ; es la eficiencia de la transferencia de energia entre el triplete del sensibilizador

T

y el O, para producir 'O, en presencia de dGMP.

El cociente entre y ,lleva ala ecuacién 174,

o
K2 20,
0 0 02 3
T et kay k’“T 02 1 OdeMP AdGMP (1 )
k02 30 TN T 74
T et etp 2
kip K230, K{SMP dGMP
donde,
1
0
T 0, 3 (175)
de ktT O,

9 es el tiempo de vida del triplete del sensibilizador en presencia de O, pero en ausen-
cia de dGMP. S; es proporcional a la concentracién inicial de 'O, al tiempo ¢t 0y, por
lo tanto, proporcional a . Esto permite calcular la desactivacién de 3Ptr por dGMP
analizando la variacién S; con la concentracién del nucleétido (ecuacion 176).

95

0 0
¢ — 1 UJEMP gGMP (176)
i

0
De acuerdo con la ecuacién 176, la grafica de Stern-Volmer de “Z—’l vs. dGMP sera li-

neal tanto en soluciones equilibradas con aire como saturadas con O,, (Figura 101 (b)).
Teniendo en cuenta los valores de 2 medidos para soluciones equilibradas en aire y sa-
turadas con O, (1,4 sy 0,4 s, respectivamente, Capitulo 8), se calcul6 k‘fTGMP de las
pendientes de las graficas de Stern-Volmer de la Figura 101 (b), dando valores iguales a
5 1 1°M !'s'y4 2 10°M !s ! para soluciones equilibradas en aire y satura-
das con O, respectivamente. A su vez, estos valores son similares, dentro del error expe-
rimental, al obtenido en los experimentos de LFP en los cuales se midi6é 7, para distintas
concentraciones de dGMP(Seccién 11.2). Cabe destacar en este punto de la discusién, que
el valor de k’fTGMP resulta dos ordenes de magnitud mayor que k‘tiGMP 1 10°M s 1,
es decir , el nucleétido reacciona mucho mds répidamente con >Ptr que con '0; .

En otro grupo de experimentos, se registraron los espectro de emisién de fosforescencia
de 10O, de soluciones en D,0O (pD=5,5) que contenian una concentracioén de Ptr constante
(200 M) y diferentes concentraciones de dGMP (0-80o0 M). Tal como se observé en
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los experimentos resueltos en el tiempo (Figura 100) la presencia de dGMP produjo una
disminucién de la intensidad de fosforescencia del '0,, sin modificacién del maximo
de emision (Figura 102 ). Nuevamente, la disminucién en la intensidad de la emisién
fue mucho més pronunciada en las soluciones equilibradas en aire con respecto a las
saturadas con O,. Este comportamiento es esperado teniendo en cuenta la competencia
entre el O, y dGMP por 3Ptr (reacciones 147 a 149) y estd de acuerdo con los resultados
presentados en la Figura 101 (b).

Bajo irradiacion continua, la intensidad de emisién de fosforescencia (I,) determinada
como la integral bajo la curva del espectro de fosforescencia, es proporcional a la concen-
tracion de 'O, en estado estacionario ( 'O, ). Teniendo en cuenta la reacciones involucra-
das en la produccién (reacciones 142, 143 y 147) y desactivacién del 'O, (reacciones 167
a 170) y aplicando la hipétesis de estado estacionario para las concentraciones de estados
excitados, '0; & en ausencia y en presencia de dGMP ( 10y &) puede ser expresado con
las ecuaciones 74 y 73 deducidas en la subseccién 7.1.4.

En un solvente dado y a una concentracién constante de sensibilizador, es decir, a flujo
de fotones absorbidos por Ptr constante, el andlisis de Stern-Volmer para la desactivacién
de I, por dGMP conduce a la ecuacién 177 que se deduce de la combinacién de las
ecuaciones 172 y 176,

[2 10, SS 00
I, 102
12 07.4GMP 07.dGMP
i 1 QKCMP aGmMP 1 OK§CMP aGMmP (177)

donde el superindice "o" refiere a los valores correspondientes en ausencia de dGMP en
soluciones equilibradas en aire o saturadas con O,. En vista a los valores obtenidos para
los tiempos de vida y constantes de desactivacion, estd claro que la desactivacién total
de la emisién del 'O; va a estar gobernada por la desactivacién de >Ptr por dGMP y no
por la desactivacién del 'O, por dicha especie, es decir, k4CMP %k‘fTGMP . Por lo tanto,
una gréfica de 12 /1, vs. dGMP sera practicamente lineal (Figura 103 ) con una pendiente
cercana al valor de %k’fTGMP , es decir, similar a las pendientes calculadas en la Figura 172.
Por dltimo, los valores de Ig /I, calculados aplicando la ecuacién 177 son muy similares a

los obtenidos experimentalmente.

11.5 DETERMINACION DE LA CONSTANTE DE REACCION QUIMICA ENTRE SPtr y
dGMP

Teniendo en cuenta la via de formacién y las de desactivacién de 3Ptr en presencia
de Oy y dGMP (reacciones 142 a 149) y aplicando la hipétesis de estado estacionario para
las concentraciones de estados excitados se obtiene la ecuacion 178.

E]X’ T de SPti’

SS

181
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Figura 102: Espectros de emisién de fosforescencia de !0, registrados en soluciones de Ptr sin y
con el agregado de diferentes concentraciones de dGMP. Soluciones de Ptr y dGMP
equilibradas con aire y saturadas en O,. Experimentos realizados en D,0O, pD 5,5;

exe 340nm; Ptr 200 M.
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0 I 100 I 2(I)O I 3(|)0 I 4(|)0 I 5(|)0 I 6(|)0 I 7(|)0 I 800
[dGMP] ( M)

Figura 103: Gréfica de Stern-Volmer para la desactivacién de la intensidad de fosforescencia de 'O,
por dGMP. Puntos: valores obtenidos experimentalmente para soluciones equilibradas
en aire y saturadas con O,. Lineas: representan los valores de 12 /I, calculados con la
ecuacién 177 utilizando los valores estimados para tiempos de vida y constantes de
desactivacién bimolecular. Experimentos realizados en DO, pD 5,5, exc 340 nm;

Ptr 200 M.

k2 Ptr Oy k{CMP 3Ptr  dGMP (178)

EE SS
A partir de la ecuacién 178 se puede obtener una expresién para la concentraciéon de
3Ptr en una solucién de Ptr irradiada en forma estacionaria en distintas condiciones
experimentales (intensidad de radiacién, concentraciones de Ptr, O, o dGMP).

1% o 3 AGMP 3
qp, T de kq]? 02 Ptr ss ktT Ptr ss dGMP
1
1% 3 AGMP 3
i, T o Ptr ki, Ptr dGMP
T
v
T
3ptr I, (179)

3 KSMP dGMP

T
Se puede calcular la concentracion de >Ptr en estado estacionario ( >Ptr ss) aplicando la
ecuacién 179, donde ? 2 es el tiempo de vida de 3Ptr a una determinada concentracién
de O,.
De todas las reacciones que se han presentado hasta ahora existen dos que producen

consumo de dGMP (reacciones 180 y 181) y dos que regeneran el nucleétido (reacciones
182 y 183)
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KEgHP
SPtr dGMP T Pt dGMP (180)
k{;iGMP
o, dGMP dGMP ,, (181)
G
ET
iGMP H O, 2 4GMP 0O, (182)
kG
dGMP H  Ptr H ™ dGMP Ptr (183)

Por lo tanto, bajo irradiacién continua la velocidad inicial de consumo de dGMP medida

dGMP ¢
t

Xp ..
) se puede expresar con la ecuacion 184.

experimentalmente ( .

dGMP 7
— KIGMP 3pyr dGMP  KCMP 10,  AGMP

t 0 ss
G
Ker o, O»  dGMP H
K p, Ptr dGMP H H (184)

Se realizaron experimentos de fotosensibilizacion irradiando en forma estacionaria so-
luciones que contenian Ptr (100-120 M) y dos concentraciones iniciales de dGMP (10 M
y 1,55 mM) en presencia de SOD (50 U/mi) y se cuantificé el consumo del nucleétido por

exp
HPLC. Se calcularon los valores de dciwp a partir de las pendientes de la primera

parte de los perfiles de concentracion (Figura 104 ). En estas condiciones experimentales

la reaccion 182 se elimina por la presencia de SOD. Por otro lado, la reaccién 181 se pue-

de despreciar dado que k4¢MP kaGMP , sin embargo, se puede calcular el aporte de la

. 1 acmp  cale. . . :
reaccion de dGMP con "O; ( ; . ) aplicando la ecuacién 114 (Subseccién 7.1.4). La

reaccion de recombinacion de radicales se elimina en presencia de Oy, ya que el radical
Ptr  y en general el radical anién de las moléculas orgédnicas reacciona de forma muy
eficiente con esta especie para formar el anién superéxido (O, ) [145, 146] (reaccion 150).
Por lo tanto, la ecuacion 184 se reduce a (ecuacion 185), y reemplazando la 3Ptr __ por
la expresiéon deducida anteriormente (ecuaciéon 179), se obtiene la ecuacién 186 para el

célculo de dciwp ;xp.
dGMP  °*P AGMP e
— KIGMP 3ptr dGMP — (185)
0 0,
\% 1
q, T dGMP ¢
kasMPp P dGMP ~ ———— (186)
r ? KISMP dGMP t 0,
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Figura 104: Evolucién de la concentracién de dGMP con el tiempo de irradiacién para solucio-
nes de Ptr y dGMP. Experimentos realizados con soluciones equilibradas con aire en
presencia de SOD. (a) dGMP 11 M Ptr 120 M; (b) dGMP 1555 M
pPtr, 100 M,, SOD  50U/ml, pH 5,5.

Para la concentracién de dGMP mads baja utilizada en el experimento de la Figura 104

% 0>
s Ay, T 7°. De

(a), se puede considerar que, k‘ZTGMP dGMP # por lo cual, 3Ptr
esta manera, conociendo la velocidad de consumo de dGMP en dichas condiciones, se

puede calcular k‘é%wp aplicando la ecuacién 187.

igup dGMP P AGMP 1
' t 0 t 0, q;/’ T ?2 dGMP

(187)

El valor de 1 no se determiné experimentalmente pero se puede aproximar al valor de

, dado que en trabajos previos se determiné este pardmetro en soluciones equilibra-
das con aire y saturadas con O, y resulté ser practicamente igual en ambas condiciones;
el valor de q;/, se determiné realizando una actinometria (Seccién 5.6) y ? > se deter-
mind en los experimentos de LFP (Subseccion 8.1.3). Reemplazando todos los valores
correspondientes al experimento de la Figura 104 (a), se obtuvo un valor para k%%wp de
1,6 0,4 10°M !s ! que corresponde a un valor del orden difusional.

Por otro lado, a concentraciones de dGMP altas , kaGMP dGMP %2 y la forma-

ci6n de 'O, es practicamente nula debido a la desactivacién de 3Ptr pgr dGMP (Sec-
cién 11.4). Por lo tanto, en las condiciones experimentales de la Figura 104 (b) la ex-
presién para calcular k%%ﬂp se reduce a la ecuaciéon 188. La cual arroj6 un valor de
k‘é%wp 1,3 0,5 10°M 1s1 igual, dentro del error experimental, al calculado para
el experimento a baja concentraciéon de dGMP.

AGMP
JAGMP dGMP P ki 88
ETr t . qV " (188)
p,

185
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La desactivacién de >Ptr por dGMP se puede dividir esqueméticamente en dos proceso
diferentes. Uno quimico que produce la oxidacién del nucleétido (reaccién 180) y otro
fisico en el cual la molécula de dGMP permanece inalterada (reaccién 189).

deMP

Sptr- dGMP " Ptr dGMP (189)

La constante de desactivacién calculada por LFP (Seccién 11.2) evaltia la desactivacion

total resultado de la suma de los dos procesos (k‘tiTGMP k4SMP [ dGMP) Por consiguiente,
T qr

comparando los valores de k‘é%wp con los de kaGMP se concluye que solo alrededor del
30% de la desactivacién de 3Ptr por dGMP corresponde al proceso de transferencia

electronica.

11.6 ANALISIS DE LAS SOLUCIONES IRRADIADAS POR UPLC-MS

Con el objeto de investigar los productos de la reaccién fotosensibilizada, se realiz6 un
estudio empleando la técnica UPLC, acoplada a espectrometria de masa por ionizacién
electrospray (UPLC-MS) (Seccién 6.3). En este estudio se registraron y compararon los cro-
matogramas obtenidos en soluciones equilibradas con aire irradiadas y no irradiadas de
dGMP y Ptr. Por otro lado, el equipo tiene acoplado dos detectores, un detector PDA y un
segundo detector MS en tdindem que ayuda a la identificacién de los productos. Con este
equipo se registraron los espectros de masas (espectros MS) y masas en tdndem (MS/MS)
obtenidos por ionizacién electrospray en modo iénico positivo (ESI ) y modo iénico nega-
tivo (ESI ).

11.6.1  Investigacion de los productos de reaccion por UPLC-MS

La Figura 105 muestra los cromatogramas obtenidos a partir de las muestras de Ptr y
dGMP equilibradas con aire en medio acido (pH 5,5) sin irradiar y luego de 10 min de
irradiacién, utilizando el detector PDA acoplado al UPLC y fijo a 250 nm como 4, . La
Figura 105 (a) correspondiente a la mezcla sin irradiar muestra dos picos, con ¢, 2,4 min
y t 2,6 min, los cuales son asignados a Ptr y dGMP, respectivamente. N6tese que los
t, difieren de aquellos registrados en los cromatogramas realizados con el equipo HPLC-
PDA, lo cual es 16gico dado que, como se explicé anteriormente, el equipo, la columna,
y el flujo de la corrida cromatografica son diferentes. En la Figura 105 (b) se muestra
el cromatograma obtenidos a partir de la muestra de Ptr y dGMP irradiada durante 10
min, donde se observa una disminucién significativa del 4rea del pico correspondiente a
dGMP y la aparicién de varios picos que se podrian asignar a los productos de la reaccion
fotosensibilizada, dado que la Ptr no se consume durante la reaccién. El grupo de picos
que eluyen con t, menores al de dGMP, es una mezcla de varios productos mientras que
el pico con t,= 3,4 min corresponderia a un tnico producto, cuya pureza se determiné
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Figura 105: Cromatogramas registrados a diferentes tiempos de irradiacién para soluciones equili-
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Figura 106: Espectro de absorcién del producto con t,= 3,4 minutos extraido un cromatograma
registrado con una solucién de Ptr y dGMP luego de 10 min de irradiacion.

considerando que el espectro de absorcién no se modifica a lo largo del tiempo en el que
eluye el compuesto Figura 106 .

En la Figura 107 se presentan los espectros MS ESI de los picos observados en los
cromatogramas para la solucién sin irradiar. En el pico de t, 2,4 min, se detect6 el
ion molecular intacto de Ptr (M H =Ptr H ) a m/z 164,0565 Da y ademas el
ion molecular mds K (M K =Ptr K )am/z 2020129 Da). Con respecto al pi-
co con t, 2,6 min, en el espectro MS se detecté el ion molecular intacto de dGMP
(M H =dGMP H )am/z 3480707 Day ademads el ion molecular formando un
aductoconK (M K =dGMP K )am/z 386,01787 Da.

Haciendo un andlisis similar pero utilizando las soluciones irradiadas, se determinaron
cinco productos con t, menores que dGMP. De los cromatogramas se extrajeron los es-
pectros MS correspondientes a cada uno de los ¢, (Figura 141 ) y la Tabla 16 resume los
valores de m/: para cada producto. Por razones de simplicidad se nombraran los diferen-
tes productos haciendo referencia a su peso molecular. En los espectros se detectaron los
iones moleculares de cada producto y el correspondiente aducto con K para algunos de
ellos. Se puede apreciar que la intensidad de los picos son muy variables, esto depende de
varios factores, principalmente de la concentracién y de la facilidad con la que la especie
se ioniza.

Con el equipo UPLC-MS ademds de registrar los espectros MS de los compuestos, se
puede utilizar este detector para registrar los cromatogramas en modo MS. Estos seran
una representacion grafica de la intensidad producida por los iones que llegan al detector,
de un determinado valor de ™/z, en funcién del tiempo de retencién. En la Figura 109 se
muestran los cromatogramas en modo MS para cada producto de una solucién de Ptr y
dTMP equilibrada con aire luego de 10 minutos de irradiacion. Todos los cromatogramas,
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Figura 107: Espectros MS ESI de los picos con t, 2,4 min y 2,6 min correspondiente a Ptr y dGMP,
registrados en soluciones de dGMP y Ptr equilibradas en aire sin irradiar.
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Figura 108: Espectros MS ESI extraidos de los picos de los cromatogramas a los correspondientes
t;. Registrados en soluciones de dGMP y Ptr equilibradas con aire luego de 10 min de
irradiacion. dGMP =200 M; Ptr ;=150 M.
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PRODUCTO ION MOLECULAR ADUCTO coN K

m/z (Da) m/z (Da)
Ps08 309,06 347,01
P3¢ 327,07 -
P35 352,07 309,01
P3s3 354,08 -
P39 380,06 418,01

Tabla 16: Valores de /= para los productos de la reaccién fotosensibilizada de dGMP inducida por
Ptr en presencia de O,.
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Figura 109: Cromatogramas registrados con el detector MS de una solucién equilibrada en aire de
Ptr y dGMP luego de 10 min de irradiacién. Con /= fijo en el valor correspondiente a
cada producto. dGMP ;=300 M; Ptr ;=150 M.
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excepto para los valores de ™/z 354,08 y 327,07, mostraron un tnico pico, lo cual implica
que se forma un solo producto con ese peso molecular. En el caso particular de m/z =
327,07 se observaron dos picos, entre ¢, = 1,49 min y ¢, = 2,45 min. Este tltimo correspon-
de al valor de t, de Ptr. Ademas el valor de /2 = 327,07 corresponde a un dimero de Ptr
(2Ptr H ). Finalmente, este pico también se observa en los cromatogramas registrados
con soluciones sin irradiacién. Por lo tanto, el pico de t, = 2,45 min no corresponde a
un producto de reaccién, sino a un dimero de Ptr que se forma durante la ionizacién. Por
otro lado, para el valor de /= 354,08 se observaron varios picos, por lo tanto existe més de
un producto con el mismo peso molecular ya que no se observan en los cromatogramas
de las soluciones no irradiadas. Todos los valores de /- detectados para cada produc-
to coinciden con pesos moleculares de productos de reacciones de fotosensibilizacién de
nucleésidos de guanina reportado en la literatura (Seccion 2.4). Sin embargo, la identifica-
cién de los productos se discutird en la siguiente subseccion. Por tltimo, en este mismo
experimento se intenté encontrar evidencia de la formacién de 8-oxodGMP, uno de los
productos mas conocidos de la reacciones fotosensibilizadas del nucleétido. A partir de
la estructura quimica se calcul6 el valor de /z= 364,066 correspondiente a 8-oxodGMP,
luego se buscé ese valor de ™/z en los cromatogramas de las soluciones irradiadas y no se
encontré ningtn pico con dicho valor.

Para el producto con t,= 3,4 min, el cual se denominard Psgp, a pesar de ver un pico
intenso con el detecto PDA, en las condiciones de trabajo utilizadas no se pudo registrar
el espectro MS. Por lo tanto, se realizaron nuevos experimentos de irradiacién estacionaria
utilizando concentraciones mayores del nucleétido (8oo M) y aumentando el tiempo de
irradiacién a 60 min, en estas condiciones se registraron los espectros MS en modo ESI
y ESI (Figura 110 ). En ambos modos se detectaron varios picos con valores de /z mu-
cho mayores que el de dGMP y de cualquiera de sus productos detectados previamente.
Dado que en ESI se visualiza una sefial importante a /z=679,10 Da y se corresponde
con una sefial pequefia en ESI a "/z=681,12 Da, se podria pensar en la formacién de un
producto dimérico con peso molecular igual a 680 Da, y que durante la ionizacién se frag-
menta generando los iones de menor peso. En los espectros MS de compuestos con peso
molecular mayor a 500 Da es comtn observar iones con més de una carga. En este caso,
la sefial que se observa a "/2=339,05 Da corresponde al ion M 2H 2 1o cual confirma
que la sefial corresponde a Psgp dicargado y no a otro producto. La sefial de /z=717,05 Da
corresponde a Psgp que intercambié un K antes de la ionizacion (M K 2H ). Con
respecto al espectro MS ESI , se observa una sefial muy pequefia a /z=681,12 Da corres-
pondientea M H y unasegunda sefial a 7/z=703,03 Da correspondientea M Na
Psgo se fragmenta con mayor facilidad en modo positivo dando como sefial principal un
ion a m/2=289,09 Da. En este caso, no se encontraron antecedentes en la literatura de nin-
gun producto con un peso molecular tan alto para reacciones fotosensibilizadas de dGMP
libre.
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Figura 110: Espectros MS ESI y ESI extraidos del pico correspondiente al producto con t,=
3,4 min. Soluciones de dGMP y Ptr equilibradas con aire, irradiada durante 60 min.
dGMP ;=740 M; Ptr =150 M.
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Figura 111: Espectro MS/MS ESI  para el ion con m/z 348,07 Da correspondiente al ion molecu-
lar de dGMP, registrado en una solucién equilibrada con aire de Ptr y dGMP sin irra-
diar. Estructura quimica y fragmentacion de dGMP. dGMP ;=200 M; Ptr ;=150 M.

11.6.2  Identificacion de los productos por UPLC-MS/MS

En primer lugar, se registro el espectro MS/MS de dGMP para identificar las sefiales que
provienen de la fragmentacion de dicho compuesto (Figura 111 ). Alli se observo el patrén
de fragmentacion tipico para dGMP. La sefial intensa a "/z 152,06 Da corresponde a la
ruptura del enlace enlace N-glucosidico para dar a la base nitrogenada mds un protén,
el fragmento restante, correspondiente a la desoxiribosa monofosfato, no se detecté en
modo positivo.

Con una solucién de Ptr y dTMP equilibrada con aire irradiada 10 minutos se regis-
traron los espectros de los productos Pspg, P351 y P3s3. En la Figura 112 se presentan los
espectros MS/MS correspondientes, los cuales muestran una sefial intensa correspondien-
te a la base nitrogenada oxidada. Teniendo en cuenta las masas de los iones moleculares
(M H )y dela guanina oxidada se pueden identificar a los tres productos, conside-
rando los antecedentes de literatura (Seccion 2.4). De esta manera se concluye que Psgg
es 1dZ, Ps51 es dihidroguanidinodihidantoina (HdD) y Pss53 es guanidinodihidantoina (dD).
Las estructuras quimicas de éstos compuestos y su fragmentacién se incluyen en la Figura
112.

Con respecto los productos productos Pss , P379 y Pego, se registraron los espectros
MS/MS utilizando una solucién irradiada durante 60 minutos que contenia Ptr (150 M)
y dGMP (800 M) para aumentar la intensidad de las sefiales de los iones moleculares. Los
espectros MS/MS de los productos P36 y P379 se muestra en la Figura 113, en ambos casos
se detect6 la base nitrogenada oxidada. En particular, para el producto P34 el fragmento
con m/z = 87,07 corresponde a la base oxidada con la pérdida previa de CO,. En base
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Figura 112: Espectros MS/MS ESI  de los productos de la reaccién fotosensibilizada registrados
en una solucién equilibrada con aire de Ptr y dGMP luego de 10 min de irradiacién.
Estructura quimica y fragmentacion de los respectivos productos. dGMP ;=200 M;
Ptr yj=150 M.
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Figura 113: Espectros MS/MS ESI  de los productos de reaccion fotosensibilizada, registrados
en una solucién equilibrada con aire de Ptr y dGMP luego de 60 min de irradiacién.
Estructura quimica y fragmentacion de los respectivos productos. dGMP ;=800 M;
Ptr j=150 M.
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BASE NITROGENADA

PRODUCTO COMPUESTO OXIDADA
m/z (Da)
imidazolona
Psog 113,04
(Idz)
oxazolona
P36 87,06 (-CO,)
(dZ)
dihidroguanidinodihidantoina
P35 156,05
(HdD)
guanidinodihidantoina
P53 158,07
(dD)

espiroiminodihidantoina

(Sp)

P79 184,06

Tabla 17: Valores de m/z para los fragmentos principales correspondientes a la base nitrogenada
oxidada de los productos de la reaccién fotosensibilizada de dGMP por Ptr y su asigna-
cién a compuestos reportados en la literatura [42].

a estos resultados y considerando los antecedentes reportados en la literatura, se puede
concluir que P34 es oxazolona (dZ) y Psps es espiroiminodihidantoina (Sp). Las estructuras
quimicas y la fragmentacioén de dichos productos se encuentran incluidos en la Figura 113.
En la Tabla 17 se resume la identificacién de los productos con su respectiva nomenclatura.

Con respecto a Pggp en la Figura 114 se muestran los espectros MS/MS registrados
en modo positivo para los valores de ™/z correspondientes. En todos los espectros se
observa una sefial comun a /z= 289,09 Da, es decir que, a pesar que provienen de iones
diferentes en la ruptura del enlace se generan los mismos fragmentos. En el espectro (a)
de la Figura 114, se observa una sefial a "/z= 523,05 Da que corresponde a la pérdida
de un grupo fosfato del ion con /2= 621,03 Da, ademds se observa una sefial pequefia
a m/z= 152,05 Da que coincide con el fragmento la base nitrogenada de dGMP intacta
(Figura 111). Estos resultados sugieren que el producto posee en su estructura al menos
una molécula de dGMP sin oxidar. Por otro lado, en el espectro (c) de la Figura 114, la
sefial a m/2= 289,09 Da podria corresponder a la perdida del aztcar y el fosfato del ion
con "/z= 485,11 Da, una evidencia més a favor de que el producto tiene en su estructura
un nucleétido.

Las mismas muestras se analizaron en modo negativo, los espectros MS/MS correspon-
dientes a cada valor de /z se muestran en la Figura 115 . Durante la fragmentacion del
ion con /z= 679,10 Da se genera una sefial a /2= 483,09 Da que corresponderia al ion
de m/z= 485,11 Da en modo positivo. A su vez, esta sefial nuevamente se genera a partir
del ion de /2= 679,10 Da con pérdida de un azicar y un grupo fosfato. Por otro lado, el
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Figura 114: Espectros MS/MS ESI de los correspondientes valores de ™/z, registrado a partir
de una solucién equilibrada con aire de Ptr y dGMP luego de 60 min de irradiacién.

dGMP ;=800 M; Ptr ;=150 M.
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Figura 115: Espectros MS/MS ESI de los correspondientes valores de ™/z, registrado a partir
de una solucién equilibrada con aire de Ptr y dGMP luego de 60 min de irradiacién.
dGMP (=800 M; Ptr ;=150 M.
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espectro MS/MS del ion ™/z= 339,05 Da (Figura 115 (b)) genera sefiales correspondientes
a la desoxiribosa monofosfato (/z 195,01 Da); y fosfato ("/z 96,97 Da), los cuales se
pueden detectar en modo negativo. Dada la complejidad del sistema a partir de los re-
sultados expuestos no fue posible proponer una estructura quimica para el producto Pegp.
Sin embargo, al menos se puede concluir que se podria tratar de un aducto entre dGMP,
ya que se detect6 la sefial de la base nitrogenada intacta, y otra molécula del nucle6tido
modificada.

Con respecto a esto, uno de los productos méas conocidos de la reaccién de fotosensibili-
zacion de dGMP, es la 8-oxo-7,8-dihidro 2’-desoxiguanosina 5-monofosfato (8-oxo-dGMP),
este producto se puede generar tanto por mecanismo tipo I como por tipo II, siendo muy
dificil de detectar en reacciones fotosensibilizadas ya que es mucho més reactivo que su
precursor y por lo tanto, una vez formado reacciona también por ambos mecanismos ge-
nerando varios productos, de los cuales dos fueron detectados en el sistema en estudio.
Es asi que, no se detect6 8-oxodGMP pero si sus productos de reaccién HdD y dD. De estos
dos productos, HdD proviene de la oxidacién de 8-oxodGMP mediada por 'O, y dD es
un producto que se genera mediante un mecanismo Tipo I a pH menor que 7. Por otro
lado, 1dZ se sabe que es un producto tipico de la reacciéon de transferencia electrénica de
dGMP, que proviene de la reaccion entre el radical _IGMP H yelanién O, ,asuvez
este producto es un intermediario que reacciona para dar dZ. A su vez, dGMP por un
mecanismo Tipo II no solo genera 8-oxodGMDP, sino también Sp, el cual puede utilizarse
como un marcador de mecanismo Tipo II para reacciones fotosensibilizadas de dGMP.

11.6.3 Distribucién de los productos de reaccion

Se plantearon experimentos en los cuales se determiné la formacién de los productos en
diferentes condiciones con el objetivo aportar mayor informacién a cerca del mecanismo
de reaccién. Para ello se irradiaron soluciones acuosas equilibradas con aire y saturadas
con O, que contenian 150 M de Ptr y 300 M de dGMP. Las mezclas irradiadas se ana-
lizaron por UPLC-MS y se compard la formacién de los productos en ambas condiciones.
Para ello se integraron los cromatogramas obtenidos con el detector MS fijando el valor
de m/z correspondiente a cada producto identificado en la Subseccién 11.6.2. En la Figu-
ra 116 se comparan las areas de los productos, IdZ, HdD y dD en ambas condiciones y a
diferentes tiempo de irradiacién. Cabe aclarar que en las condiciones experimentales uti-
lizadas no se detectaron cantidades significativas de los productos Sp y dZ para realizar
una comparacién del efecto del O, sobre su formacion. Sin embargo, para el resto de los
productos se observa un fuerte inhibicién en la formacién cuando la solucién se satura
con O,, esto se condice con el menor consumo dGMP observado en los experimentos de
irradiacién continua (Figura 87).

Tal como se explicé en el Seccion 2.4 8-oxodGMP se puede formar por dos mecanis-
mos diferentes, Tipo I y Tipo II; sin embargo, es muy dificil de detectar debido a su alta
reactividad. Por lo tanto, la formacién de 8-oxodGua se determiné indirectamente anali-
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Figura 116: Evolucion del drea de los productos con el tiempo de irradiacién en soluciones satu-
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zando su productos de reaccion, HdD y dD. Para ambos productos se observa una menor
formacion en soluciones saturadas con O; respecto a las equilibradas con aire. El efecto
sobre dD se puede explicar, considerando que este producto se forma por un mecanismo
Tipo I y el O, inhibe esta via porque desactiva los >Ptr . Considerando que HdD proviene
de la reaccién de 8-oxodGua con el 'O, es de esperar que se produzca en igual o mayor
cantidad cuanto mas O; hay en el medio, el efecto inhibitorio que se observa se podria
explicar considerando que la via mayoritaria de formacién de 8-oxodGua podria ser un
mecanismo Tipo I y no por la reaccién del 'O, con dGMP.

Para confirmar la hipétesis planteada a cerca de que la via mayoritaria de reaccién de
fotosensibilizacion de dGMP es por un mecanismo Tipo I en medio acido, se realizaron
experimentos similares a los anteriores irradiando soluciones equilibradas con aire de Ptr
y dGMP preparadas en H,O y D,0O. De los tres productos analizados anteriormente, nin-
guno mostré un aumento significativo en su produccién en soluciones preparadas en D,O
con respecto a las soluciones en H,O (Figura 117 ). Por otro lado, en estas condiciones se
logré comparar la produccién de Sp, para el cual se observé un aumento en su forma-
cién en D,O con respecto a las soluciones preparadas en H,O. Lo cual resulta 16gico si
se considera que Sp es el principal producto de las reacciones fotosensibilizadas Tipo II
para dGMP. Este comportamiento se corresponde con los resultados de la Figura 88, don-
de la velocidad de consumo de dGMP no se modifica significativamente en soluciones
preparadas en D20 en comparacién con H20 . Con estos resultados se confirma que la
reaccién del nucle6tido con el 1O, no es la via mayoritaria responsable del consumo del
sustrato, y ademads, que la formaciéon de 8-oxodGMP proviene principalmente de la via
de transferencia electrénica.

Por tdltimo, se evalud la participacién del anién O, en la formacién de los productos,
para lo cual se realizaron experimentos de fotosensibilizacién comparativos en ausencia y
en presencia de 50 U/mi de SOD. En la Figura 118 se compararon los resultados obtenidos
para los productos IdZ, dD y HdD. Para todos ellos se observé una disminucién en la
cantidad de producto formado en presencia de SOD. En el caso particular de IdZ, esta
reportado en la literatura que este producto proviene de la reaccién del O, con el radical
dGMP H , por lo tanto la inhibicién se debe a la eliminacién de esta especie reactiva.
Por otro lado, el comportamiento observado para los productos dD y HdD se puede
explicar considerando que son productos secundarios, por lo tanto, se podria pensar que
se forma una menor cantidad de su precursor 8-oxodGMP en presencia de SOD.

En conclusién el efecto global de la presencia de SOD sobre los productos es una in-
hibicién en la cantidad formada. Sin embargo, se observé que la velocidad de consumo
de dGMP es marcadamente mayor en presencia de SOD (Figura 87). Para resolver esta
aparente contradiccién, se analizaron los cromatogramas registrados con el detector PDA
para comparar la formacién del producto Psgp en ausencia y en presencia de SOD. In-
tegrando el 4rea bajo la curva del pico con con t,= 3,4 min y graficando estos valores
para diferentes tiempos de irradiacion (Figura 119 ) se observé un aumento significati-
vo en la cantidad de Psgp formado en soluciones irradiadas en presencia de SOD. Por lo
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Figura 117: Evolucién del drea de los productos con el tiempo de irradiacién en soluciones equili-
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Figura 118: Evolucién del drea de los productos con el tiempo de irradiacién en soluciones equi-
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gramas con deteccién MS fijo en el valor de m/z correspondiente a cada producto.
dGMP ;=300 M; Ptr =150 M; SOD =50U/ml.
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Figura 119: Evolucién del drea del producto de ¢,=3,4 min con el tiempo de irradiacién en so-
luciones equilibradas con aire sin y con agregado de SOD, calculada a partir de los
cromatogramas con deteccion PDA. 4,  250nm; dGMP (=300 M; Ptr ;=150 M;
SOD =50U/mI.

tanto, el aumento en el consumo de dGMP en estas condiciones se debe a la formacion
del producto de alto peso molecular, que probablemente seria un aducto de nucleétidos

puricos.
11.7 MECANISMO DE REACCION

En la Figura 120 se resumen todas las reacciones estudiadas a lo largo del presente capi-
tulo para la fotosensibilizaciéon de dGMP inducida por Ptr. Debido a que se puede asumir
que el mecanismo dilucidado en este capitulo es general para todas las pterinas oxidadas
o, al menos, para Ptr y otros derivados estudiados en el capitulo 10, en el esquema se
usa el término general Pt. El proceso se inicia con la absorcion de un fotén por parte del
sensibilizador y la formacion de los estados excitados singletes que luego por ISC generar
los estados excitados tripletes.

El sensibilizador presenta dos estados excitados tripletes, el T. de Pt se desactiva muy
rdpidamente y no tiene oportunidad de reaccionar, bajo las condiciones experimentales
utilizadas en éste capitulo. Por otro lado el T; de Pt es la especie reactiva que participa,
por ejemplo en la formacién del radical del sustrato. Por consiguiente, cuando en el me-
canismo se menciona al estado excitado triplete, se esta haciendo referencia a la especie
con 7 mayor, es decir T; del sensibilizador.

3Pt se desactiva por diversas vias competitivas: i) la desactivacién radiativa y no ra-
diativa para volver al estado fundamental; ii) la reaccién con O, para generar 'O, por
transferencia de energfa; iii) la degradacién por la via fotoquimica; y iv) la transferen-
cia electrénica desde dGMP hacia Pt que genera los correspondientes pares radicales.
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Figura 120: Mecanismo general de fotosensibilizacién de 2'desoxiguancsina-5'monofosfato por
pterinas oxidadas.



11.7 MECANISMO DE REACCION

En solucién 4cida el radical dGMP  se deprotona rdpidamente para generar el radical
neutro, AGMP H . En ausencia de O, el radical anién Pt reacciona con el radical
dGMP H para regenerar al sustrato, sin consumo neto del nucleétido.

En presencia de O,, este reacciona con Pt  para generar, por transferencia electrénica
O, , que por medio de un reacciéon de dismutacién genera H,O, y O,. Por su parte
el radical _IGMP H también participa en diversas vias competitivas: i) reacciona con
H,Oy O, para generar 8-oxodGMP por un mecanismo Tipo I; ii) reacciona con el O, para
regenerar al nucleétido, o bien para dar como producto IdZ, éste tltimo en una reaccién
posterior genera dZ; iii) reacciona para dar un intermediario (I) que luego posiblemente
por reaccién con un molécula de dGMP daria el producto identificado como Psgp, ésta
en via mayoritaria de consumo de dGMP en presencia de O, y SOD. Sin descartar por
completo el mecanismo Tipo II, pero siendo una via minoritaria, se genera consumo del
nucleétido por la reaccién con el 1O, para dar como producto principal Sp.

Por dltimo, no se encontré evidencia directa de la formaciéon 8-oxodGMP, sino a partir
de la identificacién de su productos por medidas de UPLC-MS/MS. Este compuesto, mu-
cho maés reactivo que dGMP, en reacciones sucesivas por un mecanismo Tipo I, genera dD
y por un mecanismo Tipo II, reacciona con el 'O, para generar HdD. A partir del analisis
de la distribucién de los productos en soluciones saturadas con O, y en D,O se puede
pensar que la formacion de 8-oxodGMP seria principalmente por un mecanismo Tipo I 'y
no por la reaccién de dGMP con el 1O, .
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FOTOSENSIBILIZACION DE 2’-DESOXITIMIDIN A
5'-MONOFOSFATO INDUCIDA POR PTERINA EN PRESENCIA DE
OXIGENO

En los capitulos 9, 10 y 11, se estudiaron los procesos fotosensibilizados utilizando
como sustrato los nucleétidos dAMP y dGMP. Estructuralmente, estos compuestos son nu-
cledtidos con bases ptricas, y se diferencian de dTMP y dCMP por ser bases pirimidinicas
(Seccién 2.2). El objetivo del presente capitulo es investigar si las pterinas son capaces
de inducir algtin cambio quimico sobre nucleétidos de pirimidina a través de procesos
fotosensibilizados. Dentro de la familia de las pterinas, se utiliz6 como sensibilizador a
la molécula mds sencilla y fotoquimicamente mads estable, Ptr. En estudios previos se de-
mostré que esta molécula es capaz de fotosensibilizar a nucleétidos ptricos, mediante
un mecanismo Tipo I para dAMP, y una competencia entre mecanismos Tipo I y Tipo II
para el proceso fotosensibilizado de dGMP [113, 114]. En el capitulo 11 se presenté un
mecanismo general Tipo I para los procesos fotosensibilizados de nucleétidos de purina
inducidos por Ptr. Sin embargo, no hay estudios previos realizados sobre nucleétidos de
pirimidina usando pterinas como sensibilizadores.

La reactividad de los nucleétidos frente a un sensibilizador capaz de reaccionar por
transferencia electrénica depende, principalmente, del potencial de ionizacién. El poten-
cial de ionizacién para la serie de nucleétidos que componen el ADN varian en un orden
creciente de la siguiente manera: dGMP<d AMP<dCMP~dTMP. Por lo tanto, se acepta que
los nucleétidos de pirimidina son mas dificiles de oxidar en procesos Tipo I que los nu-
cledtidos ptricos. Por otro lado, los nucleétidos de pirimidina, al igual que dAMP, poseen
una reactividad muy baja frente al *O,.

Teniendo en cuenta estos antecedentes se plantearon experimentos de irradiacién con-
tinua bajo diferentes condiciones utilizando como sustrato nucle6tidos que tiene como
base una pirimidina, en particular dTMP. Se llevaron acabo estudios de LFP para evaluar
la interaccién de los estados excitados tripletes con el sustrato y para identificar la for-
macién de especies radicalarias. Para la deteccién del radical del nucle6tido también se
realizaron estudios de EPR. El andlisis de los resultados se enfocara en la dilucidacién de
los mecanismos de reaccién. Por tltimo, la identificacion de los productos de reaccién del
proceso fotosensibilizado se realiz6 aplicando la técnica de UPLC-MS/MS.

12.1 Ptr COMO SENSIBILIZADOR DE dTMP

En estudios preliminares se demostré que el nucleétido de timina, en las condiciones
de un experimento tipico de fotosensibilizacién de nucleétidos ptiricos utilizando como
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sensibilizador Ptr no producia ningtin cambio sobre este sustrato detectable por HPLC.
Este es un resultado esperable, ya que para idénticas condiciones experimentales, es decir,
densidad de flujo de fotones, concentracién de sustrato y de sensibilizador, los nucleétidos
con bases pirimidinicas son menos susceptibles a ser oxidados por un mecanismo de
transferencia electrénica que los homoélogos ptricos. Por consiguiente, considerando la
menor reactividad de dTMP, se modificaron algunas condiciones experimentales para
favorecer la reaccién fotosensibilizada inducida por Ptr. En primer lugar, se increment6 la
intensidad de radiacién, para lo cual se trabajé con tres ldmparas Rayonet (350 10 nm)
de intensidad similar entre ellas (Seccién 5.3). Por otro lado, se aument6 la concentracién
de sensibilizador hasta el limite de solubilidad en agua, (la concentracién de Ptr en la
mayoria de los experimentos fue de 150 M). Ademads, se trabaj6 con una concentracién
de sustrato mayor a las concentraciones utilizadas normalmente en los experimentos con
nucleétidos ptricos, la cual en todos los experimentos de irradiacién estacionaria fue
mayor a 1 mM.

12.1.1  Evaluacion de la capacidad fotosensibilizadora de Ptr

Una vez determinadas las condiciones 6ptimas para estudiar la reaccién, se realizaron
experimentos tipicos de fotosensibilizacién en medio 4cido (pH 5,5) con el objetivo de
probar la capacidad de Ptr para inducir algtin cambio quimico sobre el nucleétido de ti-
midina. En la Figura 121 se muestran los cromatogramas de soluciones equilibradas con
aire conteniendo Ptr y dTMP para diferentes tiempos de irradiacién. En primer lugar, se
puede apreciar una disminucién del drea del pico que corresponde al nucleétido, con un ¢,
aproximadamente de 3,5 minutos. El decrecimiento progresa con el tiempo de irradiacion,
y resulta en la formacién de productos que se puede visualizar como picos nuevos con
valores de t, tanto mayores como menores al de dTMP. Por otro lado, el pico correspon-
diente a Ptr con un t,= 7,9 minutos, también disminuye con el tiempo de irradiacién. A
partir de los cromatogramas se cuantificé el consumo tanto del sustrato como del sensibi-
lizador haciendo uso de curvas de calibracién de los compuestos puros (Seccién 6.2). Los
perfiles de concentracion (Figura 122 ) muestran un consumo apreciable del nucleétido,
aproximadamente un 30 % en 2 horas de irradiacién y, por su parte, Ptr también se con-
sume. El consumo de dTMP, tal como se esperaba, es mucho més lento que el observado
para los nucleétidos ptricos en condiciones de irradiacién menos drésticas.

Con el objetivo de evaluar la participaciéon del O; en la reaccién fotosensibilizada se
realizaron experimentos comparativos utilizando mezclas conteniendo 1,6 mM de dTMP
y 150 M de Ptr en ausencia y en presencia de O,. Cada una de las soluciones fueron
expuestas a radiacion UV-A en idénticas condiciones. Luego se cuantificé el consumo del
nucleétido y del sensibilizador por HPLC (Figura 123 ). En primer lugar, el efecto de la au-
sencia de O, es la disminucién de la velocidad de consumo del nucleétido. Sin embargo,
se observé consumo del sustrato en las soluciones saturadas en Ar. Este consumo no se

debe a trazas de O, que ingresaron a las celda durante el experimento, ya que durante la
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Figura 121: Evolucién de los cromatogramas con el tiempo de irradiacién en soluciones acuosas
equilibradas con aire de dTMP y Ptr. dTMP ;= 1 mM; Ptr 140 M; pH= 5,5;
ana 260 nm.

irradiacion se burbuje6 Ar a la celda cada 15 minutos. Por otro lado, analizando el perfil
del sensibilizador, se observé consumo de Ptr en las soluciones saturadas con Ar, pero en
este caso con una aumento en la velocidad de consumo en ausencia de O, con respecto a
las soluciones equilibradas con aire. Bajo radiacién UV-A Ptr se degrada con una taza de
consumo muy baja, reaccién que solamente ocurre si el O, esta presente en el medio.

Teniendo en cuenta estos resultados, se puede plantear la existencia de dos procesos
paralelos. Uno de ellos que depende de la presencia de O; y seria el responsable del con-
sumo del sustrato en aire y ocurriria sin consumo de Ptr. El segundo proceso no necesita
O, para que ocurra, se produce con un menor consumo de nucleétido, pero consumiria
también el sensibilizador. Este comportamiento nunca se habfa observado en condiciones
anaerobicas, para los sistemas antes estudiados de nucleétidos puricos y sensibilizadores
pterinicos. Debido a esto las reacciones fotosensibilizadas en ausencia de O, se estudiaran
en detalle en el Capitulo 13. En las secciones siguientes del presente capitulo se estudiara
el primer proceso con el objetivo de dilucidar el mecanismo de reaccién para la fotosensi-
bilizacién de dTMP inducido por Ptr en presencia de O, .

12.1.2 Controles

Los experimentos de control se pueden dividir en dos grupos, por un lado los controles

para descartar reacciones térmicas entre el sensibilizador y el sustrato en ausencia de
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Figura 122: Evolucién de la concentraciéon de dTMP y Ptr con el tiempo de irradiacién en solucio-
nes estabilizadas con aire a pH 5,5. dTMP (= 1 mM; Ptr, 140 M.
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Figura 123: Evolucién de la concentracién de dTMP y Ptr en soluciones equilibradas en aire y
saturadas con Ar. dTMP ; 1645 M; Ptr; 150 M; pH= 5,5.
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Figura 124: Espectros de absorcién de soluciones que contienen dTMP y Ptr mantenidas en oscuri-
dad durante distintos periodos de tiempo (o, 30, 60 y 120 min). Inset: concentraciones
de dTMP y Ptr en funcién del tiempo determinadas por HPLC. dTMP , 720 M;
Ptr , 130 M; pH= 5,5; camino 6ptico =0,2 cm.

luz y, por otro, las reacciones en presencia de radicaciéon UV-A. Dentro de este grupo
se analizard la reaccién de fotdlisis de dTMP por absorciéon directa de radiacion UV-A
y el efecto de la presencia del nucleétido en la fotoquimica de Ptr, ambos controles se
realizaron en soluciones equilibradas con aire.

En primer lugar, mezclas que contenian Ptr y dTMP en concentraciones similares a las
utilizadas en los experimentos de fotosensibilizacién se colocaron en oscuridad durante 2
horas a temperatura ambiente. Se registraron espectros de absorcion y se tomaron mues-
tras de la mezcla a diferentes tiempos que luego se analizaron por HPLC (Figura 124 ).
Dentro de las 2 horas no hubo modificacién de la concentraciéon de ninguno de los reacti-
vos, por lo tanto, se puede descartar cualquier tipo de reacciéon térmica en dicho periodo
de tiempo.

El segundo control consisti6é en irradiar a 350 nm soluciones acuosas (pH = 5,5) de
dTMP equilibradas con aire en ausencia de Ptr durante diferentes periodos de tiempo. A
distintos tiempos de irradiacién se registraron espectros de absorcién, se tomaron mues-
tras y se analizaron por HPLC (Figura 125 ). No se observaron cambios significativos en
los espectros ni en la concentracién de dTMP durante dos horas de irradiaciéon, tampoco
formacién de productos, indicando que no se produjeron cambios quimicos en la molé-
cula. Este resultado es légico ya que el nucleétido no absorbe radiacién a longitudes de
onda mayores a 300 nm. Pero al trabajar con concentraciones de dTMP del orden de 1mM
es necesario descartar cualquier efecto debido a la absorcién directa de radiacién. Ademas
debido a que en este caso se emple6 una mayor intensidad de radiacién, también hay que

descartar un efecto térmico debido al calor disipado por las lamparas utilizadas.
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Figura 125: Espectros de absorcién de soluciones de dTMP equilibradas con aire expuestas a ra-
diacién UV-A durante distintos periodos de tiempo (0, 30, 60 y 120 min). Inset: con-
centraciéon de dTMP en funcién del tiempo de irradiacion determinada por HPLC.

dTMP o 720 M;pH=5,5 ¢xc=350nm; camino Optico =0,2 cm.

En estudios previos realizados sobre la fotoquimica de Ptr, se demostré que bajo ra-
diacién UV-A y en presencia de O, la molécula experimenta una fotooxidacién con la
consecuente ruptura del anillo para dar productos no pterinicos [66]. Esta reaccién es re-
lativamente lenta, con respecto a la fotooxidacién de otros derivados de esta familia, y
s6lo es posible si el O, esta presente en el medio. Debido a que en los experimentos de
fotosensibilizaciéon de dTMP se emplearon condiciones de irradiacién mucho maés inten-
sas y por largos periodos de tiempo, fue necesario tener en cuenta la fotodegradacién del
sensibilizador en estas condiciones. Para investigar este punto, se irradiaron soluciones
de Ptr (150 M) en presencia y en ausencia de dTMP (1 mM) y se compararon los corres-
pondientes perfiles de concentracién obtenidos por HPLC. Del andlisis de la Figura 126
se desprende que, efectivamente la degradaciéon fotoquimica del sensibilizador no se ve
alterada por la presencia del nucleétido.

Este dltimo control permite inferir ciertos aspectos relevantes los mecanismos impli-
cados. En primer lugar, el consumo de Ptr que se registra durante los experimentos de
fotosensibilizacion en presencia de O, se debe a la fotdlisis propia del sensibilizador y
no estd relacionado con el proceso fotosensibilizado. Por otro lado, tal como se mencioné
anteriormente, Ptr es fotoestable en condiciones anaerébicas. Por consiguiente el consumo

del fotosensibilizador que se observé en las soluciones burbujeadas con Ar (Figura 123)
deberia ser consecuencia del proceso fotosensibilizado.
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Figura 126: Evolucién de la concentracién de Ptr con el tiempo de irradiacién en soluciones estabi-
lizadas con aire a pH 5,5 que contenian Ptr sin y con agregado de dTMP. dTMP = 1
mM; Ptr, 138 M.

12.2 INTERACCION DE LOS ESTADOS EXCITADOS DE Ptr CON dTMP

En los experimentos de fotosensibilizaciéon de dTMP se trabaj6 con concentraciones de
sustrato mucho mayores a las utilizadas, por lo general, en los estudios realizados con nu-
cleétidos ptricos. Por otro lado, no se estudios previos sobre la interaccién de los estados
excitados de Ptr con nucleétidos de pirimidina, salvo un estudio sobre la desactivacién
de fluorescencia con dCMP [144]. En la ésta secciéon se presentan resultados enfocados a
estudiar la interaccion de los *Ptr y 'Ptr con dTMP mediante experimentos de LFP
y de desactivacion de la emisién de fluorescencia en estado estacionario y resuelto en el

tiempo.
12.2.1 Desactivacién del estado excitado singulete

La metodologia empleada para el estudio de la desactivacién de !Ptr por dTMP se
encuentra descripta en detalle en el capitulo 7. Cabe recordar, sin embargo, que los expe-
rimentos fueron realizados en un fluorémetro que utiliza la técnica TCSPC. Se utilizé una
lampara de Xe como fuente excitacién en los experimentos de estado estacionario. Y un
NanoLED con emisién a 341 nm en los experimentos resueltos en el tiempo. Las concen-
traciones de nucleétido utilizadas fueron relativamente altas (hasta 60 mM). Sin embargo,
este aumento de la fuerza idnica de la solucién no tiene efecto sobre la emisién de las
pterinas, como fue explicado en estudios previos [58].

Se obtuvieron los espectros de emisioén excitando a Ptr a 340 nm, y registrando la emi-
sion en el intervalo comprendido entre 350 y 600 nm. Se analizaron una serie de solu-
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Figura 127: Espectros de emisién de fluorescencia registrados en soluciones de Ptr en presencia de
distintas concentraciones de dTMP. Ptr 15 M; pH = 5,5.

ciones conteniendo la misma concentracién de Ptr (15 M) y concentraciones crecientes
del nucleétido (entre o y 60 mM). Posteriormente, se calcularon los valores de Ir para
cada concentracién de nucleétido como la integral bajo la curva del espectro de emision.
Los valores obtenidos fueron utilizados para el andlisis de Stern-Volmer . Se observé una
importante desactivacion de la fluorescencia que implica una interaccién de 'Ptr con
dTMP (Figura 127 ). Sin embargo, las concentraciones de nucleétido para las cuales la
desactivacién es significativa son mucho mayores que las utilizadas en los experimentos
de fotosensibilizacién cuyos resultados fueron expuestos anteriormente. Es decir que, en
las condiciones de dichos experimentos, la desactivacién de ! Ptr por dTMP fue muy baja.
Sin embargo, no se puede descartar por completo la participacion de esta especie en la
reaccion fotosensibilizada.

En otro grupo de experimentos se registro la fluorescencia de Ptr en funcién del tiempo,
analizando la sefial a ,,; 450 nm. Estas sefiales se registraron para cada concentracién
de nucleétido manteniendo la concentracién del fluoréforo constante. En la Figura 128 se
muestran una serie de trazas registradas a las mismas concentraciones que los espectros
que se muestran en la Figura 127. Para todas las concentraciones los decaimientos pre-
sentaron un comportamiento mono-exponencial. Luego se realiz6 el ajuste de las sefiales
obtenidas para calcular  en ausencia de dTMP y para cada concentracién de nucleétido.
Los resultados mostraron una clara disminucién del valor de r con el aumento de la
concentraciéon de dTMP.

En la Figura 129 se muestran las graficas de Stern-Volmer de los experimentos de es-
tado estacionario y resueltos en el tiempo para la desactivacion de la fluorescencia de
Ptr por dTMP. Se observé que tanto ?/ ; como ?/I; presentan una dependencia lineal
con la concentracién del nucledtido. A partir del ajuste de ambas rectas se calculd la
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Figura 128: Decaimientos de emisién de fluorescencia registrados en soluciones de Ptr en presencia
de distintas concentraciones de dTMP. Ptr 15 M; pH =5,5.
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Figura 129: Graficos de Stern-Volmer para experimentos de estado estacionario y resuelto en el
tiempo para la desactivacién de emisién de fluorescencia de Ptr por dTMP a pH 5,5.
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Figura 130: Gréficas de Stern-Volmer para la desactivacién de los excitados excitados tripletes de
Ptr por dTMP. 1.y 7, registrados en soluciones acuosas saturadas con Ar a pH 5,5 de
0,5, Ptr 90 M.

Ptr y concentraciones crecientes de dTMP. ;,; 430 nm; Aszss

constante de velocidad de desactivacion total de fluorescencia por dTMP (k?FTMP ) utili-
zando la ecuacién 13 (Capitulo 1). Se obtuvieron valores similares y del orden difusional

(k{TMP 3,2 0,2
dCMP [144].

10° M 's ). Este valor es similar al reportado para k;, de Ptr por

12.2.2 Desactivacion de los estados excitados tripletes

Con el objetivo de estudiar la interaccién de los *Ptr con el nucleétido se plantearon ex-
perimentos de LFP para determinar la constante de desactivacion total de >Ptr por dTMP
(k‘fTTMP ). Experimentalmente se trabajé con soluciones que contenia el sensibilizador y
concentraciones crecientes del nucleétido, estas mezclas fueron burbujeadas durante 20
minutos con Ar para eliminar el oxigeno del medio, y luego se registraron la sefial de
decaimiento de los tripletes para cada soluciéon. Una vez procesadas las sefiales se obtu-
vieron los 7 para cada concentracion de dTMP. Luego se trazaron las correspondientes
gréaficas de Stern-Volmer (Figura 130 ). De las pendientes se calcularon los valores de
las constantes de desactivacion total de 3Ptr por dTMP (k‘ZTTMP ) para cada cada especie
aplicando la ecuacién 190.

PKEAMP g AMP (190)

~ ‘Ho
—_

Los resultados fueron los siguientes: k‘ngp 1,5 0,3 10°M s !, para la especie
T,y kafMP 0,4 0,1

del orden de lo calculado para la desactivaciéon de los *Ptr por nucleétidos ptiricos en

10°M 's ! para la segunda especie T.. Estos valores son
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Figura 131: Evolucién de la concentracién de dTMP en funcién del tiempo de irradiacién en solu-
ciones acuosas equilibradas con aire y saturadas en O, utilizando como sensibilizador
Ptr. dTMP , 145 mM; Ptr, 150 M; pH=55.

los capitulos 9 y 11. A su vez, los valores de k‘t’lTTMP son comparables al valor de k‘fFTMP

determinado en la subseccién 12.2.1.

Sin embargo, para la concentracién utilizada en los experimentos de fotosensibilizacién

(1 mM) el porcentaje de desactivacién de 'Ptr por dTMP es menor al 3 %; mientras que

para la desactivacién de los 3Ptr para la misma concentracién de dTMP el porcentaje

de desactivacion de la especie T, es menos del 13 % y para la especie con T; es mayor

al 85 %. Este resultado es 16gico, ya que para valores similares de k/T™" la eficiencia de

desactivacion estard gobernada por el de la especie excitada en la solucion.

12.3 PARTICIPACION DE LOS ESTADOS EXCITADOS TRIPLETES
12.3.1 Rol del O,

Se realizaron experimentos aumentando la concentracién de O, a condiciones de satu-
racion (1,28 mM), burbujeando durante 20 minutos con O, soluciones que contenian
dTMP y Ptr. Se cuantificé el consumo del sustrato en estas condiciones y se comparé con
respecto a soluciones idénticas pero equilibradas con aire (Figura 131 ). Se observa que
la velocidad de consumo de dTMP disminuye con el aumento de la concentracién de O,.
Realizando un anélisis similar a los planteados para experimentos andlogos llevados a
cabo con los nucleétido ptricos (Subsecciones 9.2.1 y 10.3.1) y, considerando que dTMP
practicamente no reacciona con 10,; la disminucién en la velocidad de consumo del nu-
cledtido puede atribuirse a la desactivacién de los 3Ptr por O,. Por lo tanto, se podria

pensar que éstas especies reactivas estarian involucradas en el proceso fotosensibilizado.
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Figura 132: Evolucién de la concentracién de dTMP en funcién del tiempo de irradiacién en solu-
ciones acuosas equilibradas con aire sin y con el agregado de 300 M de KI, utilizando
como sensibilizador Ptr. dTMP , 1,45 mM; Ptr, 150 M; pH=5,5.

12.3.2 Irradiacién en presencia de yoduro de potasio

Se evalu6 el estado excitado desde el cual se inicia el proceso fotosensibilizado que
se lleva a cabo en presencia de O,, realizando experimentos en presencia de KI. En con-
centraciones menores a 500 M, el KI desactiva eficientemente los 3Ptr (Seccién 5.2). Se
realizaron entonces experimentos comparativos irradiando soluciones equilibradas con
aire que contenian dTMP y Ptr en ausencia y en presencia de 300 M de KI (Figura 131
). Los resultados mostraron claramente un efecto inhibitorio del KI en la velocidad de
consumo de dTMP. Esto implica que la reaccién entre el nucleétido y el sensibilizador se

inicia desde el estado excitado triplete.

12.4 FOTOSENSIBILIZACION POR TRANSFERENCIA ELECTRONICA
12.4.1 Factibilidad termodindmica del proceso de transferencia electrénica fotoinducido

El nucleétido de timina por absorcién directa de radiacion UV-B genera dimeros de
ciclobutil pirimidina y el aducto pirimidina (6-4) pirimidona o también llamado fotopro-
ducto (6-4) (Subseccion 2.3.3). La radiaciéon UV-A también induce la formacién de estos
dimeros de pirimidina, aunque por un mecanismo diferente (Subseccion 2.4.1). Que con-
siste en la absorcion inicial de radiacién por un sensibilizador apropiado que pueda for-
mar estados excitados capaces de transferir energia a la base de timina. Para generar la
base en su estado excitado triplete (reaccién 191). La posterior reacciéon de ese triplete con
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una segunda molécula de nucleétido en el estado fundamental, genera los dimeros de
ciclobutil pirimidinas, principalmente dimeros de timidina (T<>T) (reaccién 192).

Sptr - dTMP  3dTMP  Ptr (191)

3dTMP  dTMP dTMP dTMP (192)

El valor de Eg/ o Para la timina libre necesario para que se produzca esta reaccion de
dimerizacion es de 310K]  mol . Por otro lado, valor Ef para Ptr, calculado a partir
del espectro de fosforescencia a 77 K, es menor que este valor (Capitulo 8 Tabla 9). Por lo
que su energia no seria suficiente para que se produzcan las reacciones 191 y 192 [158].

Si se descarta un mecanismo de transferencia de energia triplete-triplete y considerando
que dTMP no reacciona con 10, , en presencia de O; el proceso fotosensibilizado de
dTMP inducido por Ptr deberia ser iniciado por una transferencia electrénica. Ademads,
los resultados expuestos hasta ahora indicarian que el estado excitado del sensibilizador
involucrado en el proceso seria un triplete (reaccién 193).

3ptr  dATMP dTMP Pt (193)

En los capitulos 9 y 10 se estimé el valor de prG® para nucleétidos ptricos con el ob-
jetivo de evaluar la factibilidad termodindmica del proceso. Se realizé un célculo similar
para el nucleétido de timina aplicando la Ecuacién 95. Considerando el potencial de oxi-
dacién reportado para dTMP (E jrpp  /armp 1,21V vs. NHE), el valor de rrG°
resulté menos negativo a los valores calculados previamente para los nucleétidos ptricos
( grG° 100,4 KJ mol 1), sin embargo, el proceso atin asi es termodinadmica favorable.

12.4.2 Irradiacién en presencia de superdxido dismutasa

Se evalu¢ la participaciéon del O, en el proceso fotosensibilizado de dTMP inducido
por Ptr, siguiendo el procedimiento general descripto en la subseccion 5.4.2. No se obser-
v6 efecto de la presencia de SOD sobre la velocidad de consumo de dTMP (Figura 133 ).
Este comportamiento se diferencia de lo observado para los nucleétidos de purina, donde
la presencia de SOD produce una aceleraciéon del consumo del nucleétido debido a que se
elimina una via de recuperacién del sustrato. Este resultado no descarta completamente
la participaciéon del anién O, en la reaccién fotosensibilizada. Sin embargo, a diferencia
de lo observado para los nucleétidos ptricos, en este caso puede afirmarse que no existe
una via para la recuperacion del nucleétido que involucre al O, . Por otro lado, se des-
carta una reaccién quimica entre el O, y dTMP. Lo cual era esperable debido a la baja
reactividad del nucleétido.
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Figura 133: Evolucién de la concentracién de dTMP en funcién del tiempo de irradiacién en solu-
ciones acuosas equilibradas con aire sin y con el agregado de SOD, utilizando como
sensibilizador Ptr. dTMP ; 1,23 mM; Ptr;, 158 M; SOD  s50U/mi; pH= 5,5.

12.4.3 Investigacion del radical timidina

12.4.3.1 Deteccién por LFP

Para encontrar evidencia directa de la transferencia electrénica entre el sensibilizador y
el sustrato se plantearon experimentos para identificar la formacién del radical timidina
utilizando la técnica de LFP. Los cuatro nucleétidos que componen el ADN generan radi-
cales que se pueden detectar por esta técnica, de todos ellos el radical de timidina posee
el coeficiente de extincién molar més bajo de la serie de nucleétidos, por lo cual su de-
teccion se dificulta [153, 41]. Tal como ocurre con los radicales de los otros nucleétido, en
soluciones &cidas el radical catién de timidina dTMP  se deprotona rdpidamente para
dar el radical neutro (Ecuacién 194 ).

kT

dTMP " dTMP H H (194)
Este y los demés radicales de los nucle6tidos fueron estudiados utilizando la técnica de
radidlisis de pulso y generando los radicales en presencia de una solucién de persulfato
de potasio. En estos trabajos se determiné que el radical iATMP H posee una banda
de absorcién entre 300 y 400 nm, con un maximo aproximadamente en 330 nm y un
1 920M lcm 1. En el Capitulo 8 se caracterizaron los estados excitados tripletes de
una serie de pterinas entre ellas Ptr, con lo cual se sabe que en la zona de 330 nm la sefial

del 3Ptr es menor que cero.

Para la identificacion del radical ITMP H  por LFP se utiliz6 una solucién a pH 5,5
que contenia go M de Ptr y 2 mM de dTMDP, esta solucién se burbuje6 con Ar durante 20
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Figura 134: Espectro de absorcion de transientes diferencia, calculado como la resta entre el espec-
tro registrado en una solucién saturada en Ar de Ptr (90 M) y dTMP (2 mM) menos
el espectro de Ptr sin agregado de dTMP registrados a pH 5,5, 5 s luego del disparo
del laser.

minutos. Luego se expuso al pulso del laser y se registr6 el espectro de absorcién de tran-
sientes en una escala de 10 s/divisién. En otro experimento similar se registr6 el espectro
en idénticas condiciones pero de una solucién que contenia solo Ptr. En la Figura 134 se
muestra el espectro diferencia obtenido a partir de la diferencia entre los espectros de Ptr
registrado en ausencia y en presencia de dTMP, registrado 5 s después del disparo del 14-
ser. Alli se observa una banda de absorcién alrededor de 330 nm muy poco intensa. Estas
sefales, si bien presentan mucho ruido, son compatibles con las caracteristicas espectrales
informadas para el radical AITMP H

Por otro lado, se registr6 la sefial del transiente a 330 nm de soluciones que contenian Ptr
en presencia y en ausencia de 1,2 mM de dTMP. Las sefales se registraron con dos escalas
diferentes, 2 y 10 s/divisién. En la Figura 135 se muestran las trazas de LFP obtenidas
para dicho experimento. A pesar que la sefial es bastante baja, debido al valor del %,
claramente se observa una diferencia en la sefial con el agregado de dTMP. Ademas a
dicha longitud de onda absorbe el estado fundamental de Ptr. Sin embargo, se puedo
observar que la sefial crece a una determinada velocidad, alcanza un méximo en unos
pocos sy se mantiene para luego decaer en la ventana de tiempo analizada. Se ajusto la
traza registrada con la escala de 2 s/divisién utilizando al ecuacién 97 (Subseccién 9.3.3).
La sefial sigue una cinética de primer orden y crece con un tr que es del orden al 7, de

Ptr para la concentracién de dTMP igual a 1,2 mM (Figura 136 ).
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Figura 135: Evolucion temporal de la sefial de A3z registrada en en soluciones acuosas saturadas
en Ar de Ptr sin y con el agregado de dTMP a pH 5,5; escala 10 s/divisién. Inset:
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Figura 136: Evolucion temporal de la sefial  A3zg correspondiente al radical ITMP H  y distri-
bucién de los residuos para el ajuste de la sefial. Traza registrada en una solucién
acuosa saturada en Ar a pH = 5,5 conteniendo Ptr y dTMP; escala 2 s/divisidn;
Ptr 90 M; dTMP 1,2mM.
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12.4.3.2 Deteccion por EPR

Para obtener otra evidencia de la formacién del radical ITMP H en las soluciones
irradiadas en presencia de Ptr, se llevaron a cabo experimentos de EPR en presencia de
un secuestrador selectivo (Seccién 7.3). Para ello se mezclaron soluciones de Ptr (180 M),
dTMP (1300 M) con DMPO (50 mM) y buffer Tris/HCI (1 mM) - NaCl (0,5 mM) (pH =
7,2). Las mezclas se burbujearon con Ar durante 20 min y luego se irradiaron del mismo
modo que en los experimentos de fotosensibilizacién, pero durante un periodo de tiempo
mas corto (15 minutos). Las soluciones irradiadas se traspasaron a celdas de cuarzo de
paredes planas especiales para las medidas de EPR. Los experimentos se realizaron en
ausencia de O; para evitar la formacién de O, que reacciona rdpidamente con DMPO
y genera sefiales muy intensas. se ha demostrado que Ptr bajo irradiacién UV-A produce
O, , incluso en ausencia de sustratos oxidables. El proceso que explica este fenémeno esta
representado por las reacciones 195, 196 y 197. En este estudio se pretende que DMPO
reaccione con el radical del nucleétido, por lo que cantidades elevadas de O, interferirdn
con dicha investigacion.

Sptr Ptr  Ptr  Ptr (195)
Prr O, O, Ptr (196)
DMPO O, DMPO  OOH (197)

En primer lugar, se realizaron los controles registrando la sefial de EPR en soluciones
conteniendo sélo Ptr y DMPO, sin irradiar y luego de 15 min de irradiaciéon (Figura 137
). En la solucion sin irradiacién no se detecté ninguna sefial, mientras que en la solucién
irradiada se observé una sefial correspondiente al espectro de EPR caracteristico del aduc-
to DMPO OOH (aN=14,2 G, all =112 G, y al = 1,25 G) proveniente de la reaccién
entre el aniéon O, y el secuestrador [159]. A pesar que las soluciones fueron burbujeadas
previamente con Ar, pequefias trazas de O;, que no pueden ser eliminadas o que podrian
haber ingresado a la celda durante la irradiacién, reaccionan muy rdpidamente con Ptr
para formar O, , que forma el mencionado aducto en forma muy eficiente [160].

Posteriormente, se registraron los espectros de EPR en soluciones conteniendo dTMP y
Ptr en presencia de DMPO antes y después de 15 min de irradiacién (Figura 138 ). En la
solucién no irradiada no se observé ninguna sefial. Sin embargo, se registré un espectro
de EPR complejo luego de la irradiacion. Del andlisis de dicho espectro, se determiné que
es una combinacién de dos sefiales, correspondiendo una de ellas al aducto DMPO
OOH previamente caracterizado. La segunda sefial es un espectro de seis lineas cuyas

N=15,9 Gy af'=158 G, y que corresponderia a

constantes de acoplamiento hiperfino son a
un radical acoplado con nitrégeno. Es decir, cuando se irradia una solucién de Ptr y dTMP
en presencia de DMPO se detectaron dos radicales. Uno de ellos es el O, que, como se

observoé en el control de la Figura 137, se forma atin en soluciones burbujeadas con Ar.
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Figura 137: Espectros EPR en soluciones acuosas de Ptr y DMPO sin irradiar y luego de 15 min de
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El otro radical sé6lo se forma en presencia de dTMP y corresponde a un compuesto con
nitrégeno. Lo cual prueba la formacién de un radical proveniente de la fotosensibilizacién
del nucleétido por Pitr.

12.5 INVESTIGACION DE LOS PRODUCTOS DE REACCION POR UPLC-MS/MS

Con el objeto de investigar los productos de la reaccion fotosensibilizada, se decidié
realizar un estudio de los mismos empleando la técnica UPLC, acoplada a espectrometria
de masas por ESI (Seccién 6.3). En este estudio se registraron y compararon los croma-
togramas obtenidos con un equipo UPLC en soluciones equilibradas en aire de dTMP y
Ptr con y sin irradiacién (Figura 139 ). La Figura 139 (a) correspondiente a la muestra sin
irradiar, muestra dos picos, uno a t, 2,4 minutos y otro a f, 3,0 minutos, los cuales son
asignados a Ptr y dTMP, respectivamente. En Figura 139 (b), se observa la aparicién de
varios picos con ¢, menores al de dTMP que corresponden a los productos de la reaccion
fotosensibilizada.

A diferencia de los experimentos realizados con dGMP (Seccién 11.6), para este estudio
se trabajo s6lo en modo ESI . Debido a que en las resultados preliminares el nucle6ti-
do se detecté6 mejor en este modo. En la Figura 140 se muestran los espectros MS ESI
correspondientes a los reactivos, extraidos del cromatograma de la Figura 139 (a). Para
el pico de t, 2,4 min se detect6 el ion molecular intacto de Ptr (M H =Ptr H )
a m/z  162,0572 Da. También se observd la formacién de dimeros de la molécula
am/z 325,09 Da, que se forman durante el proceso de ionizacién. En el pico con ¢, 3,08
minutos se detect6 la sefial del ion molecular intacto de d-TMP (M H =dTMP H )
am/z 321,0480 Da.

A partir de los espectros MS ESI  extraidos de los cromatogramas de las soluciones
de Ptr y dTMP luego de 3 horas de irradiacién se encontraron al menos tres pesos mo-
leculares (Figura 141 ), todos ellos mayores que el peso molecular del nucleétido. Estas
masas correspondena dTMP O 3H con™/z 335,0302Da; dTMP O H con
m/z  337,0450 Day dTMP 20 H conm/z 355,05566 Da.De este primer analisis se
desprende que, se producirfa una oxigenacién de la molécula de dTMP como consecuen-
cia del proceso fotosensibilizado por Ptr. Teniendo en cuenta la masa de los productos a
los mismos se los denominard en adelante Ps36, P338 y Ps56.

En la Figura 139 se muestran los cromatogramas registrados con el detector MS fijo
en los valores de ™/z correspondiente a cada masa encontrada en los espectros MS ESI .
Registrados en una solucioén de Ptr y dTMP equilibrada con aire luego de 3 horas de irra-
diacién. En el cromatograma con /2= 337,0450 Da se observan tres tiempos de retencién
diferentes, es decir que hay tres productos diferentes con el mismo peso molecular que
podrian ser isémeros que incorporaron un dtomo de O en posiciones diferentes. Esto mis-
mo ocurre para el valor de /z= 355,0556 Da, donde se observan dos productos diferentes
con el mismo peso molecular.

En la Figura 143 se muestran los espectros de MS/MS ESI  (Seccién 6.3) de los reacti-
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irradiar y luego de 3 horas de irradiaciéon. dTMP ;=1 mM; Ptr ;=150 M; pH= 5,5;
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Figura 142: Cromatogramas registrados con el detector MS fijo en el valor de m/z correspondiente
a cada producto, en una solucién equilibradas en aire de Ptr y dTMP luego de 3 horas
de irradiacion. dTMP ;=1 mM; Ptr ;=150 M.

vos iniciales, Ptr y dTMP, donde se observé el patréon de fragmentacion tipico para cada
uno de ellos. En particular el espectro MS/MS de dTMP muestra tres sefiales principa-
les que se pueden asignar a los fragmentos correspondientes a: i) la base nitrogenada
(m/z  125,0339 Da); ii) la desoxiribosa monofosfato ("/z 195,0060 Da); y iii) el fosfato
(m/z 96,9686 Da). Ademds se observaron dos sefiales mds que corresponden a éstas dos
altimas, la desoxiribosa monofosfato y el fosfato, luego de la pérdida de una molécula de
H,Oam/z 176,9957 Dayam/z 78,9566 Da, respectivamente.

Utilizando una solucién de Ptr y dTMP equilibrada con aire luego de 3 horas de irra-
diacion, se registraron los espectros MS/MS para las masas encontradas en los espectros
MS ESI (Figura 144 ). En el caso de Ps34 se observaron dos fragmentos principales uno
con "/z  195,0060 Da y otro con "/z 139,0150 Da; que corresponden a la desoxiribosa
monofosfato y a la base nitrogenada con la incorporacién de un O y pérdida de dos H,
respectivamente (Figura 144 (a)). El peso molecular y la estructura quimica se encuentra
representado en la Figura 144. Esta estructura coincide con lo reportado en la literatura
para reacciones fotosensibilizadas Tipo I [15, 158, 42] y por lo tanto Ps3¢ se puede asignar
al producto conocido como FordUrd (Seccién 2.4).

Por otro lado, cuando el producto Ps35 se fragmenta genera varias sefiales, de las cuales
una con "/z  195,0060 Da corresponde nuevamente a la desoxiribosa monofosfato intacta,
y otra con "/z  141,0289 Da; se asigné a la base con la incorporacién de un atomo de O
(Figura 144 b)). Ademds estdn presentes las sefiales correspondientes a la fragmentacién
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Figura 143: Espectros MS/MS ESI  correspondiente a los reactivos, Ptr y dTMP, registrados

en una soluciéon equilibrada con aire de Ptr y dTMP sin irradiar. dTMP ;=1 mM,;
Ptr ;=150 M. Estructura quimica y fragmentacién de dTMP.
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Figura 144: Espectros MS/MS ESI  de los productos registrados a partir de una solucién equilibra-
da con aire que contenia dTMP y Ptr luego de 3 horas de irradiacion. dTMP ;=1 mM,;
Ptr ;=150 M. Estructuras quimicas y fragmentos de los correspondientes productos.
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del aztcar y el fosfato con la perdida de una molécula de H,O. Similares a las observadas
en el espectro MS/MS de dTMP. Como se dijo anteriormente este &tomo de O se puede
incorporar en diferentes posiciones y generar distintos productos con el mismo peso mo-
lecular. Sin embargo, los espectros MSMS registrados a diferentes ¢, mostraron el mismo
patrén de fragmentacion. En base a estos resultados y considerando los antecedentes en la
bibliografia se asigné una estructura quimica probable para Ps35. Este producto correspon-
de a HMdUrd, en base a trabajos realizados para la fotooxidacién de dTMP inducida por
benzofenona mediante un mecanismo Tipo I. Alli y en otros trabajos se encuentra repor-
tada la estructura quimica de este y otros productos de oxidacién de dTMP [15, 158, 42].

Por dltimo, en el espectro MS/MS del producto Pss¢ se observan varios fragmentos,
pero ninguno corresponde a la desoxiribosa monofosfato (Figura 144 c)). En este caso, se
observoé una sefial con /z  212,0305 Da que corresponderia a la incorporaciéon de un OH
en el aztcar; sin embargo, el producto incorpora en total 2 d&tomos de O y dos atomos
de H. Si el andlisis anterior es correcto se deberia observar una sefial correspondiente a
la base con la incorporacién de un OH. Esta sefial se encontré en el espectro MS/MS de
P56 con un m/z  142,0144 Da. Ademds no estd presente la sefial correspondientes a la
fragmentacion del azticar con la pérdida de H,O. Mientras que si se observo la sefial del
fosfato (/= 96,9685 Da) y luego de la pérdida de H,O ("/z 78,9584 Da). Similares a
las sefiales observadas en el espectro MS/MS de dTMP. Para este producto en particular
esta reportado en la literatura un producto con el mismo peso molecular, pero con la
incorporacién de los 2 dtomos de O y los dos dtomos de H en la base nitrogenada. Sin
embargo, esta estructura no coincide con los resultados presentados. Por otro lado, la
incorporaciéon de un OH en la desoxiribosa es un reacciéon que se ha reportado para
dGMP [158, 42]. Dado que los OH se pueden incorporar en diferentes posiciones y generar
distintos productos con el mismo peso molecular, se registraron los espectros MSMS a
diferentes t,. Sin embargo, mostraron el mismo patrén de fragmentaciéon. En este caso
tampoco se logré diferenciar los productos formados. En la Figura 144 (c) se propone una
posible estructura quimica para el producto P56 en base a las sefiales de los fragmentos
observados en el espectro MS/MS.

Con estos resultados se confirma que en la reaccién fotosensibilizada de dTMP inducida
por Ptr se generan productos oxigenados, es decir que se incorporaron dtomos de O en
la estructura del sustrato. A través de los espectros MS/MS de los productos se pudo
determinar que esa oxigenacion se produce no solo en la base nitrogenada del nucleétido,
como se ha reportado en la literatura, sino también en el aztcar unido a la base.

12.6  MECANISMO DE REACCION

Durante el desarrollo de este capitulo se pudo demostrar, por primera vez que, en me-
dio 4cido Ptr es capaz de fotosensibilizar nucleétidos de pirimidina, en particular dATMP.
El mecanismo por el cual se produce la degradaciéon del nucleétido se puede clasificar



12.6 MECANISMO DE REACCION

como un mecanismo Tipo I. Similar en sus etapas iniciales al mecanismo de fotosensibili-
zacién de nucleétidos ptricos.

El mecanismo comienza con la absorcién de un fotén por parte de Ptr en el estado
fundamental, para dar el sensibilizador en el estado singulete excitado (! Ptr ), que luego
por ISC genera los estados excitados tripletes (Ptr ) (reaccién 198). Este ultimo por una
transferencia electrénica desde dTMP hacia >Ptr se forman los correspondientes pares
radicales dTMP y Ptr (reaccién 199). En medio 4cido, el radical catién pierde un
protén para generar el radical neutro de dTMP (d{TMP H ) (reaccién 200).

Este radical no reacciona con O, para recuperar el nucleétido, como lo hacen los
radicales de los nucleétidos ptricos. Dado que la velocidad de consumo de dTMP en
los experimentos de irradiacién continua no se modifica por la presencia de SOD. Es
muy probable que ambos radicales no reaccionen para generar productos. Por ende la
formacién de los productos deberia originarse por reaccion de dTMP H con O, o con
el solvente, en este caso H,O (reacciones 202 y 203).

Los productos detectados, en todos los casos, corresponden a moléculas que incorpora-
ron oxigeno a su estructura. La porcién mds susceptible a ser oxidada es la base nitroge-
nada, todos los productos incorporaron dtomos de oxigeno en ella. Sin embargo uno de
ellos muestra oxigenacién también en el azticar. Lo cual es muy interesante porque hasta
el momento no se habian descripto reacciones de dTMP que involucren modificaciones

en dicha porcién de la molécula.

ptr " lpyr 15C 3pgy (198)
Sptr dTMP dTMP Ptr (199)
dTMP dTMP H H (200)
Ptr @) 0, Ptr (201)
O, dTrMP H dTMP ,, (202)

H,0 dTMP H dTMP,, (203)
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FOTOSENSIBILIZACION DE 2’-DESOXITIMIDIN A
5'-MONOFOSFATO INDUCIDA POR PTERINA EN AUSENCIA DE
OXIGENO

En el capitulo 12 se estudié el proceso de fotosensibilizacién de dTMP inducido por
Ptr en presencia de O,; se investigaron los fotoproductos y se plante6 un mecanismo de
reacciéon que fue clasificado como una fotooxidacién Tipo I. Ademds se mencioné que
la reaccién fotosensibilizada ocurre también en ausencia de O, lo cual es interesante
porque hasta el momento no han sido reportadas fotosensibilizaciones de biomoléculas
por pterinas que tengan lugar en condiciones anaerdbicas.

El objetivo del presente capitulo es justamente estudiar el proceso fotosensibilizado in-
ducido por Ptr que se lleva a cabo sin la participacién del O,. Andlogamente a lo expuesto
en capitulos anteriores, se realizaron experimentos de irradiacién estacionaria en los cua-
les soluciones acuosas conteniendo el nucleétido, y Ptr se expusieron a radiacién UV-A en
diferentes periodos de tiempo, pero, en este caso, las soluciones fueron burbujeadas con
Ar antes de ser irradiadas. Las soluciones tratadas se analizaron por HPLC para cuantificar
el consumo del sustrato y del sensibilizador. Por dltimo, se identificaron los productos de
la reaccién fotosensibilizada por UPLC-MS/MS. Ademads, se caracterizaron algunas de sus
propiedades fotofisicas por espectrofluorometria y por HPLC acoplado a un detector FL. El
andlisis de los resultados se enfocard en la dilucidaciéon de los mecanismos de reaccion y

caracterizacion de los productos de reaccion.

13.1 FOTOSENSIBILIZACION DE dTMP EN CONDICIONES ANAEROBICAS
13.1.1  Evaluacion de la capacidad de Ptr para fotosensibilizar ATMP en ausencia de O;

En el capitulo 12 se realizaron experimentos tipicos de fotosensibilizacién en medio 4ci-
do (pH 5.5) para evaluar la participaciéon del O, en el proceso fotosensibilizado de dTMP
inducido por Ptr. Para ello se irradiaron soluciones acuosas de Ptr y dTMP en ausencia
de O, y se compararon con soluciones irradiadas de las mismas concentraciones de Ptr y
dTMP equilibradas con aire. En la Figura 123 (Subseccién 12.1.1) se compararon los perfi-
les de concentraciéon de dTMP en presencia y en ausencia de O, mostrando un consumo
apreciable del nucleétido en condiciones anaerdbicas. Este comportamiento no habia si-
do observado anteriormente para ninguna reacciéon de fotosensibilizacién de nucleétidos
inducido por Ptr. En este mismo experimento, se analizaron los perfiles de concentracién
de Ptr para ambas condiciones donde se observé consumo del fotosensibilizador en con-
diciones anaerdbica, incluso mayor que el registrado para soluciones aireadas. Teniendo
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Figura 145: Velocidad de consumo de dTMP y Ptr a pH 5,5 en Ar.

en cuenta que en ausencia de O; no existe fotdlisis de la molécula de Ptr, los resultados
sugieren que existe una reaccién fotoquimica, independiente de O,, en la cual dTMP y
Ptr reaccionan y se consumen.

Para obtener mds informacién sobre este proceso, se realizaron nuevos experimentos
en distintas condiciones experimentales, pero siempre en ausencia de O,. A partir de los

perfiles de concentracién de se calcularon las velocidades iniciales de consumo de los

. R . s

reactivos ( — ), Ptr y dTMP, realizando una regresion lineal con los puntos de las
0

curvas de la Figura 145 . La P en estas condiciones fue de 0,6 0,1 Mmin 1,

f
0
thwp fueiguala 0,7 0,1 Mmin L Dentro del

error experimental, las velocidades de consumo de los reactivos son practicamente iguales.

mientras que para el nucleétido

Lo cual sugiere que por cada molécula de Ptr que se consume, reacciona una molécula de
dTMP.

En la Figura 146 se muestra el cromatograma de una soluciéon de dTMP y Ptr a pH
5,5 saturada con Ar sin irradiar y luego de 2 horas de irradiacién. De alli se extrajo el
espectro de absorcién del pico que corresponde al producto con t,=11,8 minutos, al que
denominaremos de ahora en adelante, Pyg3. El cromatograma muestra la formacion de
otros productos con tiempo de retencién menores, sin embargo el anélisis se centrard
principalmente en el producto mayoritario Psg3. En el inset de la Figura 146 se muestra
el espectro de absorciéon de Pyg3, el cual posee dos bandas, una de mayor energia con un
maximo aproximadamente en 280 nm, y otra de menor energia con un maximo en 330 nm.
Este espectro result6 muy similar al que presentan las pterinas (Secciéon 3). Por lo tanto,
se podria pensar que la molécula precursora del este producto podria ser una pterina que,
durante la reaccién quimica no se modificaria demasiado ya que conserva las propiedades
espectroscopicas del cromoéforo.
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Figura 146: Cromatogramas de soluciones de dTMP y Ptr saturadas con Ar, sin irradiar y luego de
2 horas de irradiacién. Inset: Espectro de absorcién para el producto con t,=11,8 min

(Pass)-
13.1.2 Controles

Los experimentos de control realizados en la Seccién 12.1.2, descartaron la reaccién tér-
mica entre Ptr y dTMP. En esta seccién, en particular se realiz6 un control que consistié
exponer a radiacién UV-A soluciones acuosas acidas (pH 5,5) libres de O, que contenfan
720 M de dTMP. A distintos tiempos de irradiacién se registraron espectros UV-visible y
se tomaron muestras para cuantificar el cambio de la concentracién por HPLC (Figura 147
)- No se observaron cambios en los espectros ni en la concentracion de dTMP, tampoco
formacién de productos, indicando que no se produjeron cambios quimicos en la molécu-
la en presencia de luz y sin en sensibilizador. Este resultado es 16gico ya que el nucleétido
no absorbe radiacion a longitudes de onda mayores a 300 nm, pero al trabajar con concen-
traciones de dTMP del orden de 1mM es necesario descartar cualquier efecto debido a la
absorcion directa de radiacién. Ademas al trabajar con una mayor intensidad de radiacion,
también hay que descartar un efecto térmico debido al calor disipado por las ldmparas
utilizadas.

Si bien Ptr estd aceptada como fotoestable en condiciones anaerdbicas, fue necesario
descartar una contribucién de su fotdlisis o degradacién en dichas condiciones. Se uti-
lizaron dos mezclas que contenian la misma concentracién de Ptr inicial (150 M), una
de ellas con el agregado de 1 mM de dTMP. Luego estas soluciones fueron expuestas a
la radiacién durante diferentes periodos de tiempo. Cuantificando el consumo en ambas
condiciones se pudo corroborar que la presencia de dTMP efectivamente produce la de-
gradacion de Ptr en ausencia de O, (Figura 148 ). El pequefio consumo de Ptr que se
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Figura 147: Espectros de absorcién de soluciones de dTMP saturadas con Ar expuestas bajo ra-
diacién UV-A durante distintos periodos de tiempo (o, 30, 60 y 120 min). Inset: Con-
centracién de dTMP en funcién del tiempo de irradiacién determinada por HPLC.
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Ptr, 145 M.



13.2 PARTICIPACION DE LOS ESTADOS EXCITADOS TRIPLETES

observa en las soluciones sin dTMP puede deberse a trazas de O, que pudieron ingresar
a la celda durante la irradiacion.

13.2 PARTICIPACION DE LOS ESTADOS EXCITADOS TRIPLETES

En la Seccién 12.2 se estudi6 la interaccion de los estados excitados singlete y triplete de
Ptr con dTMP por espectrofluorometria y LFP, respectivamente. Alli se determinaron las
constantes de desactivacién de los estados estados excitados por el nucleétido, resultando
todas del orden difusional. Se determiné ademads que, en las concentraciones de dTMP
utilizadas en los experimentos de fotosensibilizacién, el estado excitado que participa en
este proceso es el triplete de tiempo de vida largo de Ptr.

13.2.1 Irradiacién en presencia de yoduro de potasio

Analogamente a los estudios realizados para las reacciones fotosensibilizadas descrip-
tas anteriormente, para investigar la participaciéon de los tripletes de Ptr en el proceso
fotosensibilizado en ausencia de O, se realizaron fotdlisis en presencia de KI (300 M)
(Seccidn 5.4.1). Los resultados comparativos mostraron claramente el efecto inhibitorio de
la presencia de KI en la velocidad de consumo de ambos reactivos, dTMP y Ptr (Figu-
ra 149 ). Esto implica que la reaccién entre el nucleétido y el sensibilizador se inicia desde
el estado excitado triplete.

13.3 ANALISIS DE LOS PRODUCTOS
13.3.1 Investigacion mediante HPLC-FL

Se registraron cromatogramas de soluciones de Ptr y dTMP irradiadas utilizando el de-
tector FL acoplado al HPLC en busca de productos que posean propiedades fluorescentes.
En la Figura 150 se comparan los cromatogramas de soluciones de Ptr y dTMP a pH 5,5
saturadas en Ar sin irradiar y luego de 2 horas de irradiaciéon utilizando dos sistemas de
deteccién, PDA (Figura 150 (a)) y FL (Figura 150 (b)). La fluorescencia se detecté utili-
zando como  ¢x.= 330 nm y registrando la emisién a 450 nm, .,;. En estas condiciones
se observan varios picos, el de mayor intensidad corresponde a la Ptr el cual luego de
2 horas de irradiacién disminuye su intensidad en aproximadamente un 50 %. Por otro
lado, se puede apreciar que hay mas de un producto con propiedades fluorescentes que
no se logran ver cuando se analiza el mismo cromatograma utilizando el detector PDA.
Probablemente por que se forman en una proporcién muy pequeia y el detector PDA
tiene una sensibilidad menor con respecto al detector FL. A partir de la comparacion de
los cromatogramas registrados con ambos detectores se puede concluir que, el pico con
t, 11,8 min, que anteriormente habia sido asignado al producto Psg3 (Seccién 13.1.1), no
solo posee un espectro similar al de las pterinas sino que también emite fluorescencia a
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Figura 150: Cromatogramas de soluciones de Ptr y dTMP saturadas en Ar sin irradiar y luego de
2 h de irradiacién, registrados con un detector: PDA 44,  260nm y FL, . 330nm
YV emi 450 nm. Inset: (derecha) cromatograma para la solucién luego de 2 h de
irradiacién; (izquierda) evolucién del drea de Pyg3 en funcién del tiempo de irradiacion.
dTMP , 1600 M; Ptr, 151 M.
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Figura 151: Espectros de absorcién de soluciones de dTMP y Ptr saturadas con Ar expuestas
a radiacion UV-A durante distintos periodos de tiempo (0 y 120 min). dTMP
1255 M; Ptr 0 15,5 M; pH = 5,5; camino 6ptico =1 cm.

la misma , ya que la Ptr que se consume durante la reaccién y el producto conserva sus
propiedades posiblemente este producto serfa una pterina modificada. Integrando el area
del pico correspondiente a Pyg3, se observa que la formaciéon del mismo es proporcional
al tiempo de irradiacién (Figura 150 (b), inset izquierdo).

13.3.2 Estudios de emision de fluorescencia

En las secciones previas se demostro la formacién de productos fluorescentes derivados
muy probablemente de Ptr. Para investigar con mayor detalle las propiedades fluorescen-
tes de dichos productos y compararlas con las de la Ptr intacta, se realizaron experimentos
de emision estacionarios y resueltos en el tiempo con el equipo descripto en la Seccién
7.1.

Se registraron matrices de excitacién-emisién de soluciones que contenian Ptr y dTMP
sin irradiar y luego de 2 horas de irradiacién. Cabe aclarar que se realizaron diluciones
de las muestras (1:10) para disminuir la absorbancia por debajo de 0,1 a 350 nm y evitar
de esta manera el efecto de filtro interno (Figura 151 ). A pesar del consumo de Ptr
durante la reaccién fotosensibilizada, los productos formados poseen, aparentemente, un

similar. Dado que no se observan cambios significativos en el espectro de absorcién
luego de 2 horas de irradiacién en la zona comprendida entre 300 y 400 nm. La matrices
se construyeron excitando a las muestras entre 260 y 400 nm y registrando la emisién
entre 300 y 550 nm (Figura 152 ). El efecto global de la reaccién fotosensibilizada es la
disminucién de la emisién de fluorescencia, y no se observo apariciéon de nuevos maximos
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Figura 152: Matrices de excitacién-emisién registradas en soluciones sin irradiar y luego de 2 h

de irradiaciéon que contienen Ptr y dTMP saturadas con Ar. dTMP ,

1255 M;
Ptr, 155 M;pH=5p5.
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Figura 153: Decaimientos de emisién de fluorescencia registrados entre 390 y 450 nm en una so-
lucién de dTMP y Ptr saturada con Ar expuesta a la radiacién UV-A durante 2 horas.
dTMP , 1255 M; Ptr, 155 M;pH=55.

de fluorescencia en la matriz de la solucién irradiada. Por lo tanto, se superpone la emisién
de fluorescencia de los compuestos, la Ptr y los productos.

Con el objetivo de separar la emisién proveniente de cada fluoréforo se registraron los
espectros TRES de una solucién saturada en Ar que contenia dTMP y Ptr expuesta a la
radiacién UV-A durante 2 horas. Estos espectros se construyen a partir de la variacién de
los factores pre-exponenciales de los decaimientos obtenidos a diferentes ,,,; (Subseccién
7.1.2.3). Los espectro se midieron excitando la muestra con un NanoLED de 341 nm y re-
gistrando los decaimientos entre 360 y 560 nm (Figura 153 ). En la Figura 154 se muestra la
comparacion entre un ajuste mono y biexpoenencial con la distribucién de los residuos pa-
ra los respectivos tratamientos para un decaimiento de fluorescencia registrado a 450 nm
en una solucién de Ptr y dTMP luego de 2 h de irradiacién. Las trazas obtenidas presen-
tan un comportamiento biexponencial en todo el rango de ,,; registradas, lo cual indica
la presencia de al menos dos fluoréforos con r diferentes. Realizando un andlisis global
de las trazas, se encontraron dos r, uno corto f=2,0nsy otro fr= 8,4 ns. Este ultimo
coincide con el reportado para Ptr [87], por lo tanto, el primero corresponderia a uno o
mas productos fluorescentes de la reaccién fotosensibilizada. Analizando la variacién de
los factores pre-exponenciales de los ajuste de las trazas se obtuvo el espectro de emisién
asociado a cada r (Figura 155 ). El espectro que corresponde a la especie de r, tiene
caracteristicas similares al de las pterinas, con un maximo alrededor de 450 nm (Seccién
4.1). La disminucién del r podria deberse a que la pterina modificada tenga unido una
molécula que desactive el estado excitado singlete de éste.
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Figura 154: Decaimientos de emisién de fluorescencia registrados a 450 nm en una solucién de
dTMP y Ptr saturada con Ar expuesta a la radiacién UV-A durante 2 horas. Ajuste
de las sefiales y distribucién de los residuos para el tratamiento de los datos con una
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Figura 155: Variacion de las amplitudes de cada uno de los componentes conla ,;, registrada en
una solucién de Ptr y dTMP saturada con Ar luego de 2 horas de irradiacién.
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Figura 156: Espectro MS ESI del producto Pyg3 con t, 3,6 minutos. Registrado en una soluciéon
de dTMP y Ptr saturada con Ar irradiada durante 3 horas.

13.3.3 Investigacion por UPLC-MS/MS

Con el objeto de investigar los productos de la reacciéon fotosensibilizada, se decidié
realizar un estudio de los mismos empleando la técnica UPLC-ESI-MS/MS (Seccién 6.3).
Analogamente al capitulo 12 se registraron y compararon los cromatogramas obtenidos
con el UPLC-MS-ESI tanto en soluciones de dTMP y Ptr irradiadas como no irradia-
das pero en este caso previamente saturadas en Ar. Los dos picos , a t, 2,4 minutos
y t, 3,0 minutos, corresponden los reacitvos Ptr y dTMP, respectivamente. Luego de 3
horas de irradiacion se observa la apariciéon de varios picos, de los cuales el mayoritario
corresponde al producto con t, 3,6 minutos. Al analizar los espectros MS de este pi-
co, se observaron varias sefiales de las cuales una corresponde al ion molecular intacto
de dTMP (IM-H =[dTMP-H ) a m/z 321,05 Da. Por otro lado, se observé una sefial
a m/z 482,08 Da que corresponde al producto Psg3 (Figura 156 ). Vale la pena aclarar,
que la sefial a /z 321,05 Da estd presente en el espectro de este pico, debido a que el
mismo comienza a eluir, atin cuando el pico correspondiente a dTMP de ¢, 3,0 min, no
ha terminado de hacerlo y ademés se encuentra en una concentracién mucho mayor con
respecto a Pygs.

En la Seccién 12.5 se analizaron los espectros MS/MS de los picos correspondientes
a los reactivos, Ptr y dTMP, en las soluciones sin irradiar. Con el objetivo de identificar
los productos que se forman en ausencia de O,, se registraron los espectros MS/MS en
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Figura 157: Espectro MS/MS ESI  del producto Pyg3 correspondiente al ion con 7/z  482,0823 Da
registrado en una solucién saturada en Ar de Ptr y dTMP luego de 3 horas de irradia-
ci6on. dTMP ;=1 mM; Ptr ;=150 M. Fragmentacién y estructura quimica propuesta
para Pygs.

un solucién de Ptr y dTMP luego de 3 horas de irradiacion. El espectro de la Figura 157
corresponde al producto Pyg3, alli se observa la sefial correspondiente al ion molecular de
Pygz (IM-H  =[Psg3-H )am/z 482,08 Day tres fragmento principales:

i) m/z 286,08 Da; ii) m/z 195,01 Da; y iii) m/z 96,97 Da. Los dltimos dos fragmentos
coinciden con los observados para dTMP correspondientes a la desoxiribosa monofosfato
y al fosfato. Ademds se observé una sefial pequefia correspondiente a la base nitrogenada
intacta con m/z 125,03 Da. Por lo tanto, el producto Psg3 deberia tener en su estructura
al nucleétido de timina. La primer sefial con /z 286,08 Da es exactamente igual a la
masa de la base nitrogenada méas una molécula de Ptr con la pérdida de tres hidrégenos
dTMP Ptr 3H . Por lo tanto, en base a los resultados obtenidos, el producto Pyg3
corresponderia a un aducto formado entre una molécula de Ptr y otra de dTMP. Aun-
que resulta dificil especular sobre la estructura de este aducto, queda claro que se forma
un enlace covalente entre la base nitrogenada y la Ptr. Por otro lado, la estructura de
la Ptr deberia permanecer inalterada, al menos la parte que le confiere las caracteristicas
espectroscopicas debido a que éstas practicamente no se modifican, al igual que las propie-
dades fluorescentes. Si por el contrario, la reaccién fuera una adicién 2+2 no se perderian
hidrégenos en la reacciéon y las propiedades espectroscopicas de Ptr deberian modificarse

considerablemente.
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Figura 158: Evolucién del drea del producto Psg3 con el tiempo de irradiacién en soluciones de
dTMP y Ptr saturadas con Ar, equilibradas con aire y saturadas con O,.

Por ultimo, se determind la formacién del aducto en diferentes condiciones con el obje-
tivo de evaluar la competencia del proceso que se lleva a cabo en presencia y ausencia de
O, y ademads aportar informacién para dilucidar el mecanismo de formacién del aducto
Ptr-dTMP. Para ello, se irradiaron soluciones acuosas que contenian Ptr y dTMP en las
siguientes condiciones: i) saturadas con Ar; ii) equilibradas con aire; y iii) saturadas con
O,. Las soluciones irradiadas se analizaron por UPLC-MS y se cuantificé la formacién del
aducto en las diferentes condiciones. Para esto se integraron los cromatogramas obtenidos
con el detector MS para el producto con 7/z 482,08 Da. El drea bajo la curva del pico
con t, 3,59 minutos corresponde al aducto Ptr-dTMP, es proporcional a la cantidad de
producto formado en la reaccién, y aumenta con el tiempo de irradiacion. La Figura 158
muestra el drea correspondiente al aducto Ptr-dTMP en diferentes condiciones experimen-
tales para dos tiempos de irradiacién (9o y 180 minutos). En ausencia de O, la formacién
del aducto es méxima, siendo esta reaccion la via mayoritaria y responsable del consumo
del nucleétido y del sensibilizador. En soluciones equilibradas con aire y saturadas con
O, la formacién del aducto disminuye mds de 30 veces para el tiempo de irradiaciéon de
180 minutos. Este efecto se debe por un lado, a la competencia del O, por los 3Ptr que
serian los precursores del aducto. Por otro lado, el O, también reacciona con el radical

Ptr  para generar anién O, por transferencia electrénica.

13.4 MECANISMO DE REACCION

En el presente capitulo se estudié el proceso de fotosensibilizaciéon de dTMP inducido
por Ptr independiente de O,. Se demostr6 la formacién de un producto, el cual conserva
las caracteristicas espectrales de la Ptr y sus propiedades fluorescentes. Por espectrometria
de masas se pudo identificar el producto, resultando este un aducto entre el sensibilizador



13.4 MECANISMO DE REACCION

y el sustrato. En experimentos de fotosensibilizacion de soluciones que contenian Ptr y
dTMP libres de O, en presencia de KI se pudo determinar la participacién de los estados
excitados tripletes en la formacién del aducto.

Teniendo en cuenta los antecedentes en literatura (Capitulo 1), y habiendo descartado
la transferencia de energia entre Ptr y dTMP, la degradacion de dTMP fotoinducida por
Ptr puede clasificarse como un mecanismo Tipo I. El mecanismo inicia con la absorcién
de un fotén por parte de Ptr en el estado fundamental, para dar el sensibilizador en el
estado singulete excitado (!Ptr ), que luego por cruce intersistema (ISC) genera dos es-
tados excitados tripletes (Ptr ) (reaccién 204). Luego por una transferencia electrénica
desde dTMP hacia 3Ptr se forman los correspondientes pares radicales dTMP y Ptr
(reaccién 205). En medio 4cido, el radical catién pierde un protén para generar el radical
neutro de dTMP (dTMP H ) (reaccién 206). En ausencia de O, estos radicales pue-
den recombinar para dar la Ptr y dTMP en el estado fundamental (reaccién 207), o bien
avanzar hacia productos generando el aducto Ptr-dTMP (reaccién 208).

Cuando el O, estd en el medio, existe una competencia del O, por los 3Ptr para ge-
nerar oxigeno singlete (10,), y por el radical Ptr  para generar O, , esto explicaria la
disminucion significativa en la formacién del aducto en soluciones equilibradas con aire
y saturadas con Os.

ptr " 1ptr 5C 3pyr (204)

Spt dTMP dTMP Pt (205)
dTMP drMP H H (206)
dTMP H Ptr H dTMP Ptr (207)
dTMP H Ptr pPtr  dTMP ;.4 (208)
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PROPIEDADES FOTOFISICAS Y FOTOSENSIBILIZADORAS DE
7,8-DIHIDROPTERINAS

En los capitulos anteriores se comprob¢ la participacion de pterinas oxidadas en proce-
sos fotosensibilizados, utilizando como sustratos nucleétidos de purina y de pirimidina.
En el presente capitulo se presentaran resultados de estudios realizados con pterinas redu-
cidas, en particular 7,8-dihidroderivados los cuales son relevantes desde el punto de vista
biomédico, ya que se encuentran formando parte de sistemas biol6gicos y cumpliendo
una amplia variedad de funciones. Especificamente H,Bip, participa en el metabolismo
de aminoécidos y es particularmente interesante porque es el primer compuesto que "es-
capa" de las vias metabdlicas de los aminodcidos generando pterinas oxidadas en la piel
de pacientes con vitiligo (Seccién 3.6). Es decir que este compuesto, atn en situaciones

fisiolégicas y en muy bajas concentraciones, siempre estd presente en piel.

14.1 7,8-DIHIDROBIOPTERINA COMO SENSIBILIZADOR

En primer lugar se investig6 si las 7,8-dihidropterinas eran capaces de participar en pro-
cesos fotosensibilizados tal como lo hacen sus derivados oxidados. Para éste estudio se
utiliz6 el derivado reducido de Bip, denominado 7,8-dihidrobiopterina (H,Bip). Este com-
puesto fue elegido entre otros dihidroderivados justamente por que H,Bip bajo irradiacion
UV-A experimenta fotooxidacion del anillo de pirazina para generar principalmente Bip.
La reaccién fotoquimica de H,Bip fue estudiado en detalle previamente (Subseccién 4.2.4).
Por lo tanto resulta interesante indagar si este compuesto posee actividad fotosensibiliza-
dora como su foto producto principal, Bip.

Se realizaron experimentos tipicos de fotosensibilizacién utilizando soluciones acuosas
estabilizadas con aire que contenian H,Bip como sensibilizador y dGMP como sustrato. A
diferencia de las pterinas oxidadas, las pterinas reducidas tienen un pk, 10 por lo tanto
a pH = 7 estard presente en mayor proporcion la especie protonada. Considerando que
este compuesto se encuentra presente en la piel y su valor de pk,, en éstos experimentos
se trabajo a pH neutro para asemejar las condiciones fisiolégicas.

Se irradiaron soluciones conteniendo dGMP y H,Bip durante diferentes periodos de
tiempo y luego se cuantificaron por HPLC la degradacion del nucleétido, de H,Bip y
la formacién de los productos de fotoquimica del sensibilizador. En la Figura 159 se
muestran los correspondientes perfiles de concentracién para todos compuestos. En los
primeros 4 minutos de irradiacion H,Bip disminuye su concentracién rdpidamente para
generar su analogo oxidado, Bip. Este bajo irradiaciéon genera Fop y Cap. Un comporta-
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Figura 159: Evolucién de la concentracién de reactivos y productos con el tiempo de irradiaciéon
en soluciones acuosas equilibradas con aire de dGMP y H,Bip. dGMP , 322 M;
H,Bip , 100 M;pH=7.

miento analogo al observado para la fotoquimica de Bip. Es decir que, cualitativamente,
la fotoquimica de los compuestos no se ve afectada por la presencia del nucleétido.

Con respecto a la evoluciéon de la concentracion de dGMP, no se observa consumo
apreciable en los primeros minutos de reaccién, sino hasta que las pterinas oxidadas co-
mienzan a aumentar su concentracién en la mezcla, es cuando se observa degradacién del
nucleétido. Este resultado, se puede interpretar considerando que las pterinas reducidas
por lo general acttian como antioxidantes en los sistemas biolégicos, y a diferencia de sus
analogos oxidados casi no producen especies reactivas de O,, principalmente 10,, por lo
tanto es l6gico esperar que no actiien como sensibilizadores por ninguno de los mecanis-
mos conocidos. Este resultado sugiere que H,Bip no fotosensibiliza a dGMP y que, por
el contrario, son sus fotoproductos, los cuales son eficientes fotosensibilizadores, los que
provocan el consumo del sustrato.

Para confirmar esta hipétesis, se realizaron experimentos colocando inicialmente la mis-
ma cantidad de Bip y H,Bip en presencia de dGMP. La mezcla se irradi6 y se cuantifico
el consumo del nucleétido. Se trabajé con una concentracién mayor de nucleétido a fin de
favorecer la reaccién fotosensibilizada, pero no lo suficientemente alta como para llegar
a desactivar el estado excitado singulete del sensibilizador. En la Figura 160 se muestran
los perfiles de concentracién de las pterinas y del sustrato obtenidos en el experimento.
Se observé que al comenzar a degradarse H,Bip aumenta la concentracién de Bip hasta
que llega a un punto maximo donde comienza su fotooxidacién. Mientras que el nucleé6-
tido se consume a partir, aproximadamente, de los dos minutos de irradiacién. Cuando
la concentracién de H,Bip es practicamente cero y la concentracion de Bip es maxima.
Esto confirma que de los dihidroderivados, H,Bip, no es capaz de fotosensibilizar al nu-
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Figura 160: Evolucién de la concentracion de reactivos y productos con el tiempo de irradiacién en
soluciones acuosas equilibradas con aire de dGMP, H,Bip y Bip. dGMP ;, 1170 M;
H,Bip , 50 M; H,Bip , 50 M;pH=7.

cleétido de guanina. Este comportamiento es opuesto a lo observado en experimentos
similares con su andlogo oxidado Bip, a pesar de la minima diferencia desde el punto de
vista estructural, sus propiedades fotoquimicas y fotofisicas son marcadamente diferentes.

En estudios previos se demostré que mientras las pterinas oxidadas son eficientes fo-
tosensibilizadores de 'O,, los dihidroderivados no lo son. Esto sugiere que estos tltimos
compuestos no generan estados excitados tripletes y, teniendo en cuenta que las reaccio-
nes de fotosensibilizacién de nucledtidos ocurren en general por reaccion de los tripletes
de los sensibilizadores, esto explicaria por qué los dihidroderivados no son capaces de
fotoinducir oxidaciéon en los nucleétidos.

14.2 PROPIEDADES FOTOFISICAS DE 7,8-DIHIDROPTERINAS

La emisién de fluorescencia de algunas pterinas aromaéticas se conoce desde hace varias
décadas y se utiliza para diversas aplicaciones analiticas. Estos compuestos serian los
responsables de la fluorescencia caracteristica emitida después de un examen con luz de
Wood de las manchas blancas en la piel de pacientes con vitiligo [87] y su propiedades
de emision fluorescente han sido estudiados en detalle. [98, 99, 58] Bajo irradiacién UV-A
(320-400 nm), las pterinas oxidadas no conjugadas presentan bandas de emisién anchas
centradas aproximadamente en 450 nm, con r 0,10y fr entre2a 14 ns.

A pesar de su interés bioldgico no se han realizados estudios sistemadticos para carac-
terizar los estados excitados de las pterinas reducidas, excepto trabajos realizados con
derivados reducidos del 4cido félico [161]. Esto se podria deber principalmente a inconve-
nientes técnicos. En primer lugar, las soluciones acuosas de dihidropterinas son inestables
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Figura 161: Espectros de absorcién a pH 6 de pterinas oxidadas (linea continua) y pterinas reduci-
das (linea punteada).

en aire. Estos compuestos experimentan una oxidacién con una velocidad que depende de
la naturaleza quimica del sustituyente del anillo de pirazina [64]. Por otro lado, estudios
preliminares revelaron dos hechos, que en conjunto constituyen un problema a resolver
: (i) la emisién de dihidropterinas es muy débil y, (ii) las soluciones preparadas a partir
de los compuestos de la més alta pureza disponible comercialmente estdn contaminados
con pequefias trazas de pterinas oxidadas. Por lo tanto, teniendo en cuenta que los espec-
tros de absorcién de dihidropterinas y pterinas oxidadas estdn en general mas o menos
superpuestos (Figura 161 ), la emision de éstas tltimas es la principal interferencia en el
andlisis de la fluorescencia de las primeras.

El objetivo de esta seccién fue investigar las propiedades fluorescentes de dihidrop-
terinas en su forma neutra, en solucién acuosa y bajo irradiacién UV-A. Dado que las
propiedades fotofisicas y fotoquimicas de las pterinas, en general, dependen fuertemente
de la naturaleza quimica del sustituyente en posiciéon 6 del anillo de pirazina [87], se eli-
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Figura 162: Espectros de absorcién a pH 7 y estructura quimica de H,Fop y Sep.

gi6 para este estudio una serie de dihidroderivados que presentan espectros de absorcién
diferentes (Figura 161) y diferente distribucién de densidad electrénica en el anillo de
pirazina: H,Fop, Sep, H,Bip, H,Nep y H,Hmp (Secci6én 3.1). En particular, se registraron

los espectros emisién y determinaron los valores de ®r y Tr.

14.2.1  6-Formildihidropterina y sepiapterina

Para comenzar el estudio de las propiedades fluorescentes de las dihidropterinas elegi-
das, se comenzé con los dos casos mas sencillo de la serie de compuestos, HyFop y Sep.
En contraste con los derivados de pterinas aromaticas y reducidas, H2Fop y Sep presentan
una banda de absorcién amplia e intensa en la regién comprendida entre 350 y 500 nm
(Figura 162 ). Esta caracteristica particular es el resultado de una transferencia de carga a
través del sistema conjugado entre el grupo amino en la posicién 2 del anillo de pterina
y el grupo carbonilo del sustituyente en la posicién 6 [60]. La fluorescencia de estos com-
puestos puede ser estudiado sin la interferencia de la emisién de pterinas oxidadas, ya
que éstas no absorben por encima de 410 nm (Figura 161), [98, 99]. Estas dihidropterinas
pueden ser excitadas selectivamente con radiacién entre 420-470 nm, incluso en presencia
de una concentracién un significativa de derivados oxidados. La Figura 163 muestra los
espectros de emisién normalizados registrados en soluciones acuosas equilibradas con ai-
re de H,Fop y Sep a pH = 6,5, excitando a 425 nm. Los espectros de fluorescencia de los
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Figura 163: Espectros de emision de fluorescencia normalizados de soluciones equilibradas en aire
a pH 6,5 de HyFop y Sep excitando a 425 nm.

dos compuestos son similares y muestran una banda de emisién ancha centrada en 525
nm.

Para la determinacién de los r se utilizaron las medidas de emisién en estado estacio-
nario y se aplicé la ecuacién 209,

. I AR
F

; R4 (209)

donde I es la integral de intensidad de fluorescencia, A es la absorbancia a la longitud
de onda de excitacién y el superindice R se refiere al fluor6foro de referencia. En este
experimento se utilizé como referencia la fluoresceina en buffer acuoso de CO,?/HCO,
apH=961[5]( r 0,85) [162]. Tanto la muestra como la referencia se excitaron a
la misma ... Para evitar efectos de filtro interno, la absorbancia de las soluciones a la

exc S€ mantuvo por debajo de o,10. Se obtuvieron valoresde r 8,7 0,3 10 3 y
7,0 0,6 10 3 para H,Fop y Sep respectivamente. Estos valores son muchos menores
a los reportados previamente para pterinas aromaticas no conjugadas (Seccién4.1).

En otro grupo de experimentos, se determinaron los r de cada compuesto utilizando
como fuente de excitacién un NanoLED de 461 nm, y registrando la sefial de decaimiento
del S; mi = 530 nm (Subseccién 7.1.2.2). En la Figura 164 se muestran los decaimientos
de la emisién fluorescente para soluciones equilibradas con aire a pH 6,5 de H,Fop y
Sep. Ambos compuestos decaen con una cinética de primer orden a la ;. A partir del
ajuste de las trazas con una ecuacién monoexponencial se determinaron los r , dando
valoresigualesa 0,34 0,06 nspara H,Fopy0,28 0,05 ns para Sep. Estos valores son
mucho menores a los reportados para los derivados de pterinas oxidadas no conjugadas

[98, 99, 58].
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Figura 164: Decaimiento de la emisién fluorescente de soluciones equilibradas en aire a pH 6,5 de
H,Fopy Sep, exc 46lnmy ., 530nm.

14.2.2  Dihidrobiopterina, dihidroneopterina y 6-hidroximetildihidropterina

14.2.2.1  Andlisis por HPLC

Como se mencion¢ antes, las soluciones de dihidropterinas estdn inevitablemente conta-
minadas con pterinas oxidadas. Excepto para los casos especiales discutidos en la seccién
14.2.1, las contaminaciones, aunque estén presenten en cantidades muy bajas, pueden in-
terferir significativamente en el estudio de las propiedades de emisién de dihidropterinas
debido a: (i) la superposicién parcial de la espectros de absorcién de ambas clases de
derivados de compuestos y las grandes diferencias en los valores de r, EZP ! .
Por lo tanto, para evaluar la naturaleza quimica y la magnitud de la contaminacion, las
soluciones de los dihidroderivados (H,Bip, H,Nep, y HoHmp) se analizaron por HPLC.
En todos lo casos se determiné que la solucién de un dihidroderivado se encontraba con-
taminada con su analogo oxidado y con pequefias cantidades de H,Xap. Una evaluacién
del espectro de absorciéon de H,Xap (Figura 165 ) muestra que la absorcién por encima

H>Xa
P P sea del or-

de 330 nm es muy baja. Por otro lado, es de esperar que el valor del
den del r de otros dihidroderivados. Por lo tanto, la impureza de H,Xap no causara
una interferencia significativa en la determinacién de las propiedades fluorescentes de los
compuestos antes mencionados.

Se determinaron los porcentajes en concentracién molar de la contaminacién con los
correspondientes andlogos oxidados y de H,Xap en las muestras de H,Bip,H,Nep, y
H,Hmp. Estos valores se calcularon a partir de los cromatogramas determinados por
HPLC, utilizando soluciones de los compuestos preparadas a partir de patrones comercia-

les. Los resultados se presentan en la Tabla 18 .
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Figura 165: Espectro de absorcion de H>Xap en solucién acuosa a pH 7.

% IMPUREZA

COMPUESTO Pt H,Xap
H,Bip 1,3 0,7
H,Nep 0,3 1,2
H,Hmp 0,6 31

Tabla 18: Porcentaje de las impurezas en soluciones de H,Pt calculadas por HPLC

14.2.2.2 Rendimiento cudntico de fluorescencia

El grupo de dihiderivados que se estudian en esta seccién experimentan una auto-
oxidacién en presencia de O,, pero a una velocidad bastante baja. Esta reaccién, llamada
de auto-oxidacion, para soluciones acuosas equilibradas en aire a 25 C, tiene un t./, mayor
a 48 horas. Para los tres compuestos, del porcentaje de reactivo consumido, mas del 9o %
se convierte en HpyXap. La baja reactividad de los compuestos frente al O, es suficiente
para poder realizar las medidas sin degradar significativamente al reactivo. Ademas, con-
siderando las propiedades de H,Xap discutidas anteriormente, la auto-oxidaciéon por el
O, disuelto no seria una interferencia adicional para el estudio de las propiedades fluores-
cente de estos compuestos. Mientras si lo es la contaminacién con las pterinas oxidadas.

Se realizaron medidas de espectros TRES excitado las muestras con un NanoLED de 341
nm. A esta .y tanto el dihidroderivado como el derivado oxidado absorben radiacién. La
emision se registr6 entre 370 y 500 nm. En la Figura 166 se muestra un espectro TRES para
soluciones acuosas a pH = 7 de H,Bip y H,Nep. Estos espectros se construyen a partir de
una sefial tridimensional, donde se registran las sefiales de decaimiento de fluorescencia
en un rango de ,,,; determinado, y manteniendo la .. fija (Subseccién 7.1.2.3). De estas
medidas se extraen los decaimientos registrados a cada ,; para su posterior anélisis.
En la Figura 167 se muestra, a modo de ejemplo, el comportamiento biexponencial que
presentaron los decaimientos registrados en una solucién de H,Bip. Para todos los com-
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Figura 166: Espectros TRES registrados en soluciones acuosas equilibradas en aire de H,Bip y
H,NepapH7, ex 341nm.
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Figura 167: Decaimientos de emision de fluorescencia registrados entre 380 y 450 nm en una solu-
cién de H,Bip.

puestos investigados, los decaimientos de la emisién fueron claramente biexponenciales y
se ajustaron utilizando la ecuacién 210 (Subseccién 7.1.2.3).

t t

It 0 1exp A r2exp P2 (210)
Los ajustes realizados arrojaron un componente que posee un p, corto ( 1#ns)y otro de
F, maslargo (1ns g 5ns). El componente con F, es del mismo orden de magnitud
que los valores determinados para H,Fop y Sep (seccién 14.2.1). Mientras que, el compo-
nente con f, es del mismo orden de magnitud de los r que presentan las pterinas oxida-
das. Los valores de r para ambos componentes fueron constantes independientemente
de la 4. Sin embargo, una evaluacién comparativa de los factores pre-exponenciales
mostré una mayor contribucién del componente r, con el aumento dela ,,,; (Figura 168
). Se puede calcular un espectro de emision registrado a partir del cambio del factor pre-
exponencial con la ,,; a un determinado tiempo luego de la excitacién del NanoLED.
En la Figura 169 se muestran dos espectros calculados de esta forma, a 0,27 ns y 8,95 ns
luego de la excitacion con el NanoLED. En principio, los espectros se podrian asociar a
cada una de las especies que se observan en los decaimientos biexponenciales.

A partir del andlisis global los espectros TRES se calcularon los espectros de emisién
de cada componentes en la mezcla. Es decir, realizando la convolucién de las sefiales de
decaimiento con respecto a la sefial del perfil temporal del NanoLED a todas las ,,,; don-
de se registro el espectro TRES (Subseccién 7.1.2.3). Este andlisis estuvo de acuerdo con
los resultados discutidos hasta el momento. Presentaron decaimientos biexponenciales y
mostraron una dependencia de los factores pre-exponenciales con la ;. Del analisis
global de cada dihidroderivado estudiado, el componente de F, coincide con los valores
reportados previamente para los correspondientes derivados oxidados. Este hecho se co-
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Figura 168: Decaimiento de la emisién fluorescente en soluciones equilibradas en aire a pH = 7 de
H,Bip, exc 341 nm.
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Figura 169: Variacién de factores pre-exponenciales normalizados registradas a 0,27 y 8,95 ns en
una solucién equilibrada en aire a pH 7 de H,Bip, ¢x 341 nm.
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r 5 r 04

COMPUESTO nm ns
H,Bip 444 9,4
H,Nep 443 9,2
H,Hmp 449 10,8

Tabla 19: Resultados del andlisis global de los espectros TRES correspondiente al componente de
r largo para las soluciones de dihidroderivados.

Datos reportados Anélisis global

COMPUESTO r 3 r 04 r 4 r 04
nm ns nm ns
Bip 441 9,1 445 9,7
Nep 440 8,9 445 9,6
Hmp 449 11,0 440 10,8

Tabla 20: Resultados del anélisis global de los espectros TRES registrados con soluciones de deri-
vados oxidados.

rrobor6 en experimentos independientes realizando el andlisis global de espectros TRES
registrados utilizando soluciones de pterinas oxidadas. Los valores arrojados de estos ex-
perimentos coinciden con los datos calculados anteriormente (Tabla 19 y Tabla 20 ). En la
Figura 170 se comparan el espectro asociado al componente de r largo, obtenido a partir
del andlisis global de los TRES registrados en soluciones de los dihidroderivados, con el
espectro obtenido aplicando el anélisis global a los espectros TRES registrados en solu-
ciones acuosas de los correspondientes derivados oxidados. De esta manera se lograron
separar dos espectros, uno que corresponde a una especie con r corto y coincide con la
especie reducida. Y por otro lado, una especie con un r mads largo que se asigna al co-
rrespondiente derivado oxidado. Los espectros correspondientes a los dihidroderivados
se muestran en la Figura 171 y en la Tabla 21 se resumen los valores de r, y r de cada
compuesto estudiado.

Los r de estos compuestos no pueden ser calculados directamente a partir de las me-
didas de los espectros registrados en estado estacionario utilizando la ecuacién 209 como
en el caso de H,Fop y Sep. Debido a que la integral de la intensidad bajo la curva del
espectro tiene una contribucién significativa del correspondiente derivado oxidado. Sin
embargo, este hecho que en principio se presenta como un inconveniente, puede ser uti-
lizado como una ventaja para el calculo del . Teniendo en cuenta que se conocen los

valores de r del correspondiente derivado oxidado se puede utilizar al compuesto como
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Figura 170: Espectros de emision de fluorescencia normalizados de soluciones equilibradas en aire
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Figura 171: Espectros de emision de fluorescencia normalizados de soluciones equilibradas en aire

a pH 7 de dihidroderivados correspondientes al componente corto ( r), exc 341 nm.

r 5 ¢ 04 F
COMPUESTO nm ns 10 3
H,Fop 528 034  87( 03)
Sep 533 0,28 7,0( 0,6)
H,Bip 425 0,30 9( 2)
H,Nep 425 0,31 5( 1)
H,Hmp 425 0,21 3( 1)

Tabla 21: Longitud de onda maxima de fluorescencia ( r), rendimiento cuantico de fluorescencia

( p)y tiempo de vida de fluorescencia ( r) para soluciones de H,Pt calculadas a partir

del analisis global.
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referencia para calcular r. Considerando la marcada diferencia entre los valores r de
las pterinas oxidadas y el de los dihidroderivados, se puede calcular este dltimo valor a
partir de los datos arrojados por el andlisis global de los espectros TRES, modificando la
ecuacioén 209. En este caso, la intensidad de emisién de cada cada componente se calcul6
integrando el area bajo la curva de la variacién del factor pre-exponencial ( ;) en funcién
de la longitud de onda (ITgrgs) (Figura 171). La intensidad total serd proporcional al pro-
ducto entre esta integral y el r de cada componente. El ?ZP ! se calcul6 aplicando la
ecuacioén 211,

mee £ Irggs A

F Pt [Pt
F TRES

Pt

YT F (211)

donde los los superindices H,Pt y Pt corresponden a un determinado dihidroderivado
y su correspondiente derivado oxidado, respectivamente. A es la absorbancia a 341 nm.
AH2Pt g APt e calcularon utilizando la ley de Labert y Beer (ecuacién 212),

A a1 Ioc (212)

donde 341 es el coeficiente de absorcién molar a 341 nm determinado previamente, [
es el camino 6ptico de la celda de fluorescencia (1 cm ), y ¢ es la concentracién de la
muestra determinada por HPLC. Los valores de r para los dihidroderivados estudiados
se resumen en la Tabla 21. Estos valores son del mismo orden a los determinados para
H,Fop y Sep (secciéon 14.2.1) y, por lo tanto, mucho menores a los valores reportados para
los correspondientes derivados oxidados ( r ;p 0,36, F Nep 0,38y  F Hmp
0,53).
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CONCLUSIONES GENERALES

Las pterinas se encuentran en la naturaleza principalmente como pigmentos en insectos
y como cofactores enzimdticos de muchas reacciones del metabolismo de aminodacidos y
acidos nucleicos. Por otro lado, se ha demostrado que algunos derivados se acumulan
en la piel de pacientes que sufren vitiligo, enfermedad cutdnea que cursa con déficit
de pigmentacién, debido a la interrupcién total o parcial de la sintesis de melanina, el
pigmento natural de la piel del ser humano. El déficit de melanina hace que el tejido
afectado no pueda filtrar la radiacion UV y, por ende, los procesos fotoquimicos que
involucran compuestos presentes en la piel adquieren gran interés.

El dafio provocado a los componentes del ADN por la radiaciéon UV-A es produci-
do indirectamente por mecanismos fotosensibilizados en los que interviene una segunda
molécula, denominada fotosensibilizador. Existen antecedentes en la literatura acerca de
reacciones de oxidacién de dcidos nucleicos fotoinducidas por pterina (Ptr). En esos estu-
dios se han utilizado distintas moléculas blanco, como ser, nucleétidos libres, fragmentos
de ADN doble cadena y plasmidos, y en todos lo casos se demostré que Ptr es capaz
de producir alteraciones quimicas sobre el sustrato utilizado. En estudios recientes se
plante6 que los mecanismos de reaccién involucrados en estos procesos ocurren a través
de una competencia entre mecanismos Tipo II (oxidacién por oxigeno singlete (10,)) y
mecanismos Tipo I (transferencia electrénica).

El presente trabajo de Tesis Doctoral aporta informacién sobre los mecanismos impli-
cados en las reacciones de fotosensibilizacién de nucleétidos ptricos y pirimidinicos por
pterinas de interés biomédico en medio acuoso y bajo irradiacion UV-A. Se eligieron
como fotosensibilizadores derivados pterinicos presentes en la piel de pacientes afecta-
dos con vitiligo, biopterina (Bip), 6-formilpterina (Fop) y 6-carboxipterina (Cap); y con Ptr
como fotosensibilizador modelo. Se eligieron para este estudio dos nucleétidos ptricos,
2’-desoxiadenosina 5’-monofosfato (dAMP) y 2’-desoxiguanosina 5’-monofosfato (dGMP);
y un nucleétido de pirimidina 2’-desoxitimidina 5-monofosfato (dTMP). Los tres com-
puestos son susceptibles a sufrir oxidaciones fotosensibilizadas iniciadas una reaccién de
transferencia electrénica hacia los estados excitados de fotosensibilizadores. Siendo los
nucleétidos pirimidinicos menos propensos a sufrir fotooxidaciones de este tipo debido
a su mayor potencial de oxidacién. Por otro lado, s6lo dGMP es capaz de reaccionar con
10, y dTMP es el tnico de los tres nucleétidos capaz de sufrir fotosensibilizaciéon por un
mecanismo de transferencia de energia.

Las conclusiones generales obtenidas en este trabajo de tesis se dividen en cuatro gru-

pos principales y se exponen a continuacion:
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CARACTERIZACION DE LOS ESTADOS EXCITADOS TRIPLETES Y SU INTERACCION CON
LOS NUCLEOTIDOS

Se caracterizaron los estados excitados tripletes de los sensibilizadores, Bip, Fop, Cap y
Ptr. Se determino la existencia de dos estados excitados tripletes, que corresponden a una
especie de tiempo de vida corto (T;) y otro triplete que posee un tiempo de vida més largo
(T7). Se determinaron las constates de desactivacion total (kt,) de ambas especies por O,
y por los nucleétidos en solucién acuosas y en medio dcido (pH=5,5), obteniendo valores
del orden difusional para estas tltimas. Los resultados se resumen en la Tabla 22.

Ptr Bip Fop Cap
o . 0,36 0,08 034 004 08 0,2 0,6 0,1
i 39 07 2,5 0,5 2,9 0,6 2,1 0,5
kgz . 05 01 0,6 0,2 0,5 0,2 0,4 0,2

10°M s ! T, 1,6 08 08 02 06 02 1,7 05

kdAMP T. 0,6 0,1 09 01 09 01 02 01

10°M st 1, 1,4 0,2 1,1 0,2 1,3 0,2 1,6 0,3

kjoMP T. 20 01 0,6 01 09 02 0,05

10°M s ' T, 54 0,1 1,6 0,3 2,0 0,3 0,10 0,05

kg TMP T. 04 01 - - -

10°M s ' 1, 1,5 0,3 - - -

Tabla 22: Tiempos de vida ( 7) y constantes de desactivacion total (ks.) de los estados excitados
tripletes por O, (k%) y por los nuclestidos dAMP (kfAMP), dGMP (k{MP) y dTMP
(kaTMP ); en solucién acuosa y a pH=5,5.

FOTOSENSIBILIZACION DE NUCLEOTIDOS PURICOS POR PTERINAS PRESENTES EN
LA PIEL

= Se demostré que bajo irradiacién UV-A los tres compuestos analizados, Bip, Fop y
Cap son capaces de fotoinducir el consumo de los nucleétidos dGMP y dAMP en
soluciones acuosas equilibradas con aire. Siendo Fop el sensibilizador més eficiente
del grupo de compuestos estudiados.

= La fotosensibilizacién de dAMP inducida por Bip y Fop ocurre exclusivamente a
través de un mecanismo Tipo L. El cual se inicia a partir de la transferencia electré-
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nica desde dAMP hacia uno de los estados excitados tripletes del sensibilizador, la
especie Tj.

= Por otro lado, aunque una contribucién de una oxidacién mediada por 'O, no pue-
de ser completamente desechada, el principal mecanismo responsable de la foto-
sensibilizacién de dGMP involucra también un proceso de transferencia electrénica
inducido por Bip. Nuevamente, se confirmé que es el estado excitado triplete del
sensibilizador, Tj, el responsable de la fotooxidacién.

= Por otra parte, se demostré que 7,8-dihidrobiopterina (H,Bip) no es capaz de parti-
cipar en procesos fotosensibilizados como su andlogo oxidado, Bip. Los pequefios
valores determinados para el rendimiento cudntico y el tiempo de vida de fluorescen-
cia( p 103 y r 1mns, respectivamente) revelan una eficiente desactivacién, por
procesos no radiativos, del estado excitado singlete. Esta caracteristica disminuye la
probabilidad de la formacién de los estados excitados tripletes, especies responsa-
bles de las reacciones fotosensibilizadas. Esto explica por qué los dihidroderivados

no participan en este tipo de procesos.

MECANISMO GENERAL DE FOTOSENSIBILIZACION DE dGMDP POR PTERINAS OXIDA-
DAS

= Se logré dilucidar un mecanismo general de fotosensibilizacion de dGMP inducido
por pterinas oxidadas a partir de un anélisis cinético. Se utiliz6 como sensibilizador
modelo a Ptr, el cual es fotoquimicamente més estable que Bip y Fop. El mecanismo
se inicia con la transferencia electrénica desde el nucleétido al estado excitado triple-
te T; de Ptr (3Ptr ) (reaccién 216), y podria emplearse para explicar observaciones
experimentales de otros procesos fotosensibilizados que involucran biomoléculas

(reacciones 213 a 229).

= Se comprobd la existencia de una reaccién de transferencia electrénica entre los
radicales anién del sensibilizador y el radical neutro del sustrato, que explica la
recuperacion del nucleétido y del sensibilizador en ausencia de O, (reaccién 221).
Se determiné la constante para dicha reaccién, siendo ésta del orden difusional
(kgT Ptr 50 0,3 10° M 's 1. Por lo tanto, la ausencia de consumo en
condiciones anaerdébicas en una reaccién fotosensibilizada, se explica mediante una
recombinacion de los radicales formados y, contrariamente a lo que se ha asumido
muchas veces, no descarta un mecanismo Tipo I.

» Se determiné la constante de reaccién quimica entre *Ptr y dGMP, siendo ésta
del orden difusional ( k‘éCT;;WP 1,5 0,5 10° M 's 1) (reaccién 216). Com-
parando éste valor con el valor de la constante de desactivacion total del estado T;
de Ptr por dGMP (k‘fTGMP ) (Tabla 22), se concluye que solo alrededor del 30% de
la desactivacion del T; de Ptr por dGMP corresponde al proceso de transferencia
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electrénica. Aun asi es el proceso responsable del consumo de dGMP en soluciones
acuosas equilibradas con aire en presencia de Ptr y bajo irradiacién UV-A.

Se determinaron los valores de la constante de desactivacién total de 'O, por dGMP
(k46MPY (reaccién 226), resultando, un orden de magnitud mayor k‘é%wp que KIGMP,
Por lo tanto, Ptr genera eficientemente 10, pero la reaccién de los 3Ptr con el sustra-
to es mucho maés rapida y, por ende, ésta tltima es la via responsable del consumo
de dGMP en las condiciones de concentracién y pH utilizadas. Del anélisis de la
participacion del 'O en el proceso fotosensibilizado de dGMP se puede concluir
que, si un sensibilizador genera de forma eficiente 10,, el sustrato reacciona con
esta especie reactiva y, ademads el O, es necesario para que la reaccién ocurra, esto

no implica que el proceso se lleve a cabo exclusivamente por mecanismo Tipo II.

Se determiné que la reaccién entre el anién O, vy el radical _iGMP H , por un
lado, recupera al nucleétido y, en otra reaccion, se consume para dar como produc-
to principal imidazolona (IdZ) (reaccién 223), que en reacciones posteriores genera
oxazolona (dz) como producto final (reacciéon 227). El primero es un producto tipico
de oxidaciones fotosensibilizadas Tipo I.

Al eliminar el O, del medio, la velocidad de consumo de dGMP aumenta conside-
rablemente. Se determiné que la aceleracién del consumo de dGMP se debe a una
reaccion entre una molécula de dGMP y otra molécula del nucleétido con su base
nitrogenada modificada para formar un producto dimérico, producto al cual se de-
nominé Psgp (reaccién 224). Seria la primera vez que se observan dimeros formados
por nucleé6tidos ptricos en reacciones fotosensibilizadas.

Se determiné como producto de la reaccién entre dGMP y el 'O, a la espiroimi-
nodihidantoina (Sp), la cual se forma en muy pequefia proporcién en soluciones
acuosas dcidas conteniendo dGMP y Ptr bajo irradiaciéon UV-A.

Se determiné la formacién de 8-oxo-7,8-dihidro 2’-desoxiguanosina 5’-monofosfato
(8-0x0-dGMP) (reaccién 225) en forma indirecta detectando la formacién de sus pro-
ductos de reaccién. Estos corresponden a guanidinodihidantoina (dD) (reaccién 229)
y dihidroguanidinodihidantoina (HdD) (reaccién 228). La formacién de 8-oxo-dGMP
se produce principalmente por un mecanismo Tipo I.

ptr " 1ptr Sptr (213)
3 kar

Ptr Ptr (214)
k22

3ptr 302 T Ptr 102 (215)
K

3Sptr dGMP T Pptr dGMP (216)
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deMP
Sptr dGMP " Ptr  dGMP (217)
Ptr @) Ptr O, (218)
202 2H H202 02 (219)
dGMP dGMP H H (220)
kG
dGMP H  Ptr H R dGMP  Ptr (221)
kG
ET O
dGMP H O, H > dGMP O, (222)
dGMP H O, H 1dz (223)
dGMP H  dGMP Psgo (224)
AGMP H H,0 % 8-0x0-dGMP (225)
kaMP
dGMP 0, Sp (226)
1dZ H>O dz (227)
8-ox0-dGMP 'O, HdD (228)
8-0x0-dGMP dD (229)

FOTOSENSIBILIZACION DE NUCLEOTIDOS PIRIMIDINICOS INDUCIDO POR PTERINA

= Se demostrd, por primera vez, que las pterinas poseen capacidad para fotoinducir
modificaciones quimicas en nucleétidos de pirimidina, en particular dTMP. Este
proceso se lleva acabo tanto en ausencia como en presencia de O,. Se determiné que
el mecanismo de fotosensibilizacion se inicia con la transferencia electrénica desde
dTMP hacia el estado excitado triplete T} de Ptr (reaccién 230), mientras que, se
descart6 la existencia de un proceso de transferencia de energfa.
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= Con respecto al proceso que se lleva a cabo independiente del O,, existen dos reac-

ciones competitivas. Por un lado la recuperacién del nucleétido por una reaccién de
recombinacién entre los radicales dITMP H y Ptr (reaccion 232) y, por otro
lado, una reaccion entre ellos que avanza hacia un aducto estable entre el sensibili-
zador y el nucleétido (reaccién 233). Este aducto conserva la mayoria de la propieda-
des espectroscopicas de su precursor Ptr, incluso sus propiedades fluorescentes. Es
la primera vez que se reporta una reaccion fotosensibilizada inducida por Ptr donde

el sensibilizador se consume para dar un aducto con el sustrato.

En el proceso dependiente de O, se determin¢ la formacion de al menos tres produc-
tos de reaccion. Dos de ellos, 5-(hidroximetil)-2"-desoxiuridina (HMdUrd) (reaccién
234) y 5-formil-2’-desoxiuridina (FordUrd) (reaccién 235), son productos conocidos
y reportados en la literatura para reacciones fotosensibilizadas de dTMP inducidas
por otros sensibilizadores mediante un mecanismo Tipo I. Estos poseen la porciéon
correspondiente a la base nitrogenada oxidada. Por otro lado, se determiné la for-
maciéon de un producto que incorpora una modificaciéon quimica tanto en la base
nitrogenada como en el azicar, el cual no fue reportado previamente y se denominé

como P35 (reacciéon 236).

(TP
3ptr  dTMP " Ptr  dTMP (230)
dTMP dTMP H H (231)
dTMP H Ptr H dTMP Ptr (232)
dTMP H Ptr pPtr  dTMP ;.4 (233)
datMp  H %% HMdurd (234)
drMP H 02/H0 FordUrd (235)
dtmMmp  H 970 p (236)
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