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Prologo

Objetivos

El presente trabajo de Tesis Doctoral consiste en un estudio de la fotoquimica de
biopterina (Bip), neopterina (Nep), 7,8-dihidrobiopterina (H2Bip) y 7,8-
dihidroneopterina (H2Nep), en solucién acuosa bajo irradiacion UV-A (320 — 400 nm). A
continuacion se mencionan los objetivos especificos que han dirigido el desarrollo de
este trabajo de tesis:

. Establecer las reacciones fotoquimicas que sufren las pterinas escogidas,
midiendo las eficiencias cuanticas e investigando los fotoproductos generados.
. Dilucidar los mecanismos de reaccion bajo distintas condiciones experimentales,

ya sea a diferentes pH o distintas concentraciones de O-.

. Investigar la formacidn de especies reactivas de oxigeno (EROS), particularmente
anion superoxido y peréxido de hidrégeno.
. Investigar la estabilidad de los fotoproductos formados y las reacciones térmicas

gue los mismos sufren bajo distintas condiciones experimentales.

Estructuray diseio del Trabajo de Tesis

El presente trabajo de Tesis doctoral se divide en tres partes, cada una de las
cuales esté subdividida, a su vez, en varios capitulos. A continuacion se presentara un
breve resumen sobre el contenido de cada una de las partes.

Parte I: Introduccién. Posee tres capitulos en los cuales se encuentran los
antecedentes relevantes publicados sobre las propiedades generales y fotoquimicas de
las pterinas. ElI Capitulo 1 consiste en un breve desarrollo acerca de los conceptos
elementales de fotofisica y fotoquimica, necesarios para una facil lectura y correcta
interpretacion de este trabajo. El Capitulo 2 incluye la nomenclatura bésica y
propiedades fisicoquimicas de los compuestos estudiados, ademés de una sintesis de la
participacion de las pterinas en los sistemas bioldgicos en condiciones fisiologicas y
patoldgicas. ElI Capitulo 3 resume la informacion accesible en literatura acerca del
comportamiento fotoquimico y fotofisico de las pterinas en general y de los derivados

estudiados en este trabajo, en particular.



Parte Il: Materiales y métodos experimentales. En esta parte, se detalla la
metodologia de trabajo y las técnicas experimentales utilizadas.

Parte Ill: Resultados. Esta parte corresponde a la presentacion, analisis y
discusion de los resultados experimentales obtenidos. En el Capitulo 6 se exponen los
resultados generales de las reacciones de fotolisis que sufren las pterinas oxidadas, Bip y
Nep. En estas reacciones se detect6 un intermediario, cuya estructura y reactividad se
discute en el Capitulo 7. Los Capitulos 8 y 9 corresponden a los resultados del estudio de
la fotoquimica de HoNep y H2Bip, respectivamente. Estos dos compuestos, a diferencia
de las pterinas oxidadas, se presentan en capitulos separados porque su
comportamiento fotoquimico es muy diferente. En el Capitulo 10 se presentan
resultados experimentales tendientes a dilucidar mecanismos que explican las
reacciones presentados en los Capitulos 8 y 9 y que involucran procesos
fotosensibilizados. Finalmente, el Capitulo 11 analiza la estructura quimica y estabilidad

de los fotoproductos formados por las dihidropterinas.
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Capitulo 1

Introduccidn a la fotofisica y fotoquimica

Cuando una molécula absorbe radiacion electromagnética se produce la
excitacion desde un estado cuantico de menor energia a otro de mayor energia. En este
estado electronico excitado, la molécula se encuentra en una situaciébn 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 fotoquimico. En cambio, si permanece quimicamente inalterada y se

desactiva mediante alguna forma fisica, el proceso es fotofisico.
1.1 Procesos fotofisicos

Existen muchos caminos de relajacion fisica posibles y el mas favorable
dependerd del tipo de molécula, de la naturaleza de los estados electronicos
involucrados y de las propiedades del medio. Estas vias de desactivacién suelen ser muy

rapidas y pueden clasificarse de la siguiente manera:

v' Transiciones radiativas, en las cuales la molécula excitada emite radiacion
electromagnética para regresar al estado de menor energia. Esta energia
emitida es menor que la utilizada para generar el estado excitado.

v' Transiciones no radiativas, en las cuales un estado previamente excitado se
convierte en otro de menor energia, sin emision de radiacion, por transferencia
intramolecular de energia.

v' 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.

Cada una de estas vias de desactivacion fisica puede involucrar, a su vez, distintos
procesos. En el Esquema 1.1 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
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lineas onduladas. Los niveles vibro-rotacionales asociados a cada estado electronico se

representan con lineas horizontales.

[ 4 Conversion
[ | —— interna
S, n o )
Relajacion Conversion ———
vibracional interna ——— T E
-_— 2
[ Conversioén
4 interna
S, — \ ]
Entrecruzamiento
de sistemas
P T 7]
Fluorescenci )
l Fosforescencia
Absorcion
c
S, p)

NN

S35, 5S;  SSo

Esquema 1.1 Diagrama de Jablonski modificado.

Tipicamente, las moléculas organicas se encuentran en un estado electrénico
basal de tipo singlete (So). Cuando se produce la absorcién de radiacion
electromagnética se promueve un electron a un orbital de mayor energia. Si no hay
cambio en la multiplicidad de spin, el estado electronico excitado alcanzado continta
siendo singlete (S1). En cambio, si ocurre un cambio en la multiplicidad de spin el estado
electrénico alcanzado serd de tipo triplete (T1). Este tltimo estado posee menor energia

que el estado excitado S:.

Cuando se produce un proceso de excitacion electrénica siempre existe una
preferencia sobre la conservacion del spin, motivo por el cual las bandas de absorcion
mas intensas en un espectro corresponden a transiciones del tipo So — S1. En cambio, las
transiciones So — T1 estan “prohibidas por spin”, es decir, que tienen una probabilidad
de ocurrencia extremadamente baja, lo que deriva en transiciones muy débiles.
Usualmente, la excitacién al primer estado excitado (S1) es el proceso mas favorable. Sin
embargo, muchas moléculas pueden absorber radiacion a un segundo estado excitado

singlete de mayor energia presentando transiciones So — So.
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Como se observa en el diagrama de Jablonski, las transiciones no radiativas
pueden ocurrir entre estados de igual multiplicidad o entre estados de distinta
multiplicidad. A los primeros se los denomina procesos de conversion interna (IC,
internal convertion) y a los ultimos, entrecruzamiento de sistemas (ISC, intersystem
crossing). Las transiciones horizontales entre estados, por IC o ISC, dejan a la molécula
con un exceso de energia 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
fosforescencia. En ambos casos, la emision de la radiacién sucede a longitudes de onda
mayores que la radiacidon absorbida inicialmente. Esto se debe a que el estado excitado
inicialmente formado se equilibra térmicamente para alcanzar el menor estado
electrénico vibro-rotacional dentro de dicho estado electronico excitado.l Si la
transicion ocurre desde un estado electronico de igual multiplicidad de spin que el
estado final, la emisién se denomina fluorescencia. La misma es una transicion
fuertemente permitida y muy rapida. La fosforescencia, en cambio, es una transicion que
involucra estados de diferente multiplicidad de spin, es decir, una transicion prohibida
en términos de la teoria mecano-cuantica. No obstante, esta puede ocurrir vy,
generalmente, es de menor intensidad y mas lenta que la fluorescencia. Pueden
evaluarse experimentalmente las propiedades de la radiacién emitida para conocer

detalles de la naturaleza y el comportamiento de los estados excitados.

Otra via de relajacién del estado excitado consiste en el quenching o desactivacién
fisica por otra molécula. Esta via estd presente cuando se encuentra, en el sistema o
medio de reaccion, otra especie quimica capaz de interactuar con el estado excitado de la
molécula que absorbid, en primera instancia, la radiacién electromagnética. 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
relajacion sin emisién de radiacién. En este proceso generalmente esta involucrada la
transferencia de energia de la molécula excitada a la otra molécula en una colisién. De
esta manera, la intensidad de la radiacion se reduce en una cantidad dependiente de la
concentracion del desactivador y de la eficiencia del proceso de desactivacion. Ademas,
la presencia del desactivador aumenta la velocidad del decaimiento de la emisién. Por lo

tanto, medidas de la intensidad de la emisién y su dependencia en el tiempo proveen

 —
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informacion acerca de las velocidades de reaccion entre la molécula excitada y el

desactivador.?
1.2 Procesos fotoquimicos

Cuando una molécula absorbe radiacion electromagnética, la misma queda en un
estado de mayor energia que aumenta las posibilidades de reaccidén respecto de la
misma molécula en estado basal3 Este exceso de energia puede emplearse para
promover una reaccién quimica generando entonces una reaccion fotoquimica. Esto
ocurre por distintos mecanismos: la energia puede ser utilizada para romper una union
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.

Segun el tipo de transformacién quimica las reacciones fotoquimicas pueden

clasificarse en (Esquema 1.2):

v' Reacciones de disociacion: la energia de la radiacion debe ser suficiente para
producir la ruptura de un enlace, dando lugar a la fragmentacion de la molécula
excitada.

v" Reacciones o procesos intermoleculares: la excitacion de una molécula favorece
la reacciéon con una segunda molécula, reaccion que no tiene lugar desde el
estado electrénico fundamental. Pueden ser reacciones directas entre la
molécula excitada y una segunda molécula, o procesos de transferencia de
electrones entre ambas moléculas generando especies radicales.

v' Procesos intramoleculares: en un estado excitado una parte de una molécula
interacciona con otra parte de la misma molécula. Estos procesos conducen a
cambios estructurales de la molécula y/o procesos de isomerizacion.

v' Procesos de ionizacion: la energia de la radiacion produce la separaciéon de un
electrén vy, por lo tanto, la ionizacion de la molécula excitada. La molécula
ionizada posteriormente sufre una transformaciéon quimica, por ejemplo, por

reaccion con otra molécula.
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A+B Disociacion
c AE+ B o ABE Reaccion directa
AB h—V>AB* AB**+E*-0AB +E** Transferencia de carga
BA Isomerizacion
AB*+ e lonizacion

Esquema 1.2 Esquema de los distintos procesos fotoquimicos descriptos previamente.

1.3 Fotosensibilizacion

La fotosensibilizacion abarca un conjunto especial de procesos fotoquimicos en
los cuales, una especie quimica sufre una alteracion fotoquimica o fotofisica como
resultado de la absorcidn inicial de radiacion electromagnética por otra especie quimica
gue se denomina fotosensibilizador o, simplemente, sensibilizador (Sens).4 5 Si bien ésta
es una definicién amplia, y existen otras méas acotadas, es también la mas aceptada en el
campo de la fotoquimica aplicada a reacciones de compuestos organicos y procesos

bioquimicos.

Segun el mecanismo, los procesos fotosensibilizados pueden ocurrir a través de
transferencia de energia o transferencia de carga. Ambos mecanismos se detallan a

continuacion.
1.3.1 Transferencia de energia

La fotosensibilizacion por transferencia de energia es un proceso en el cual una
especie quimica electronicamente excitada (“dador”) se desactiva transfiriendo energia
a una segunda especie quimica (“aceptor”). Como consecuencia, esa energia produce en
el aceptor una transicion electrénica poblando estados excitados (generalmente los de

mas baja energia, S1 0 T1) que luego se transforma en algiin fenémeno quimico o fisico.

En el Esquema 1.3 se presenta la secuencia de reacciones involucradas en este
mecanismo. Primero, el sensibilizador (Sens) obtiene la energia de excitacion a partir de
la absorcion de un foton generando un estado excitado (Sens*). Luego, la energia se
transfiere al aceptor (A) y las moléculas excitadas del sensibilizador regresan al estado
basal. Esta energia transferida es menor a la absorbida inicialmente debido a la

relajacion o pérdida de energia vibro-rotacional. Posteriormente, A* puede volver a su

 —
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estado fundamental desactivdndose a través de cualquiera de las vias fotofisicas

descriptas en la Seccién 1.1 o sufrir alguno de los cambios quimicos presentados en la

Seccién 1.2.
hv
Sens —— Sens* A Desactivacion
Sens*+Ah—V>Sens + A* A+hv’ Emision
Q A+Q Desactivacion fisica
Productos Reaccion fotosensibilizada

Esquema 1.3 Proceso fotosensibilizado que ocurre a través de mecanismos de
transferencia de energia.

La transferencia de energia genera la excitacion de la especie que no absorbe la
radiacion electromagnética, lo cual puede traducirse en cambios quimicos sufridos por
el aceptor que no ocurririan en ausencia de radiacion y del sensibilizador. Por otro lado,
esta via alternativa de excitacion puede poblar estados excitados distintos a los
obtenidos por absorcién directa y, por lo tanto, puede dar lugar a distintas reacciones

quimicas.b

La transferencia de energia puede ocurrir, a su vez, a través de dos mecanismo
distintos:”
v' Transferencia de energia radiativa: la energia se transfiere por desactivacion
radiativa de la molécula dadora (Sens) y absorcion de la radiacion emitida por
una molécula aceptora (A).4
v' Transferencia de energia no radiativa: requiere una interaccion 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 cominmente para generar
estados excitados tripletes de moléculas con bajos rendimientos cuanticos de
produccion de este tipo de estados excitados. Es decir, existen compuestos que no
pueden generar estados tripletes por absorcion directa de radiacion 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 excitacion fotosensibilizada del O2 para
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genera oxigeno singlete (102), especie muy reactiva que participa en la generacion de

estrés oxidativo en sistemas bioldgicos.
1.3.2 Transferencia de electrones

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 reaccion con otra especie
electronicamente excitada, se dice que la transferencia de electrones es
fotosensibilizada. Esta transferencia de electrones consiste en una reaccion en la cual un
electron 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. Si la transferencia de electrones se produce entre dos moléculas
sin carga se produce un par de iones radicales. La molécula electrénicamente excitada

puede ser tanto de tipo “dadora” como “aceptora” de electrones:

Sens*+ A——Sens ™t + A"

Sens*+ A——>Sens* + A**

Los radicales formados pueden posteriormente sufrir diferentes reacciones que
dependeran 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 solvente.
1.4 Oxidaciones fotosensibilizadas

Las fotooxidaciones son un conjunto de procesos fotoinducidos de gran
importancia en sistemas biologicos. Si, ademas, la fotooxidacion ocurre en una molécula
como resultado de la absorcién de radiacion por otra (sensibilizador), el proceso es una
oxidacion fotosensibilizada. Estos procesos pueden ocurrir a través de un conjunto de
mecanismos que pueden involucrar tanto fendmenos de transferencia de energia como
de electrones. El oxigeno que participa en las oxidaciones puede estar en su estado

triplete basal o en un estado excitado singlete.8

La clasificacion mas aceptada de los mecanismos de las oxidaciones
fotosensibilizadas es, muy probablemente, la propuesta por Foote (Esquema 1.4).° El

primer paso, como en todo proceso fotosensibilizado, implica la absorcion de la

e
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radiacion por un sensibilizador (Sens) generando, de esta manera, un estado excitado
del sensibilizador (Sens*), el cual puede ser singlete o triplete. El sensibilizador
electronicamente excitado puede reaccionar con el sustrato o el solvente (mecanismos

Tipo 1) o con el O2 (mecanismos Tipo II).

Productos Productos
Oxigenados Oxigenados
Sens
OZT hvl TSustratos
TIPOI TIPO I

Radicaleso < Sens* > 10
. Sustratos o i 2
lonesradicales
Solvente
Sens™ + 0,

Esquema 1.4 Oxidaciones fotosensibilizadas de Tipo | y Tipo 11.°
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 de un electrén, generando
el radical anién y cation de las distintas especies (reacciones 1-2), o de abstraccion de un
atomo de hidrdégeno (reacciones 3-4), generando radicales. Estos radicales reaccionan
con el O disuelto produciendo O»*-(reacciones 5-6), el cual, posteriormente, reacciona

con el sustrato o su radical para formar productos oxigenados (Awx)) (reacciones 7-8)

(Esquema 1.5).

Sens*+ A — > Sens~+A™" (D)
Sens*+ A ————> Sens"t+ A~ (2)
Sens*+ A — > SensH®+ A(-H)* 3)
Sens*+ A ——> Sens(-H)*+ AH® 4)
Sens+0, —> Sens+ 0,~ (5)
A" +0, —> A+0,~ (6)
A 02 - > A(ox) (7)

0,/ 0,/H
AT 2 2 ZQ' A(ox) (8)

Esquema 1.5 Reacciones posible en fotooxidacién de Tipo |
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1.4.2 Mecanismos Tipo Il

Los mecanismos de Tipo Il involucran la produccion de 102 por procesos de
transferencia de energia. El O, en estado basal triplete interacciona con el estado triplete
excitado del sensibilizador dando lugar a la desactivacion de Sens* y la formacion de 10..
Luego, esta ultima especie, altamente reactiva, oxida al sustrato (A) generando

productos oxigenados (A(x)) (reacciones 11-12) (Esquema 1.6).

Sin embargo, también puede existir una transferencia de electrones desde el
sensibilizador hacia el O, formando el radical cation del sensibilizador (Sens**) y O>"-.
Esta especie reactiva puede, posteriormente, oxidar al sustrato (reacciones 13-14,
Esquema 1.6). Si bien en este mecanismo la oxidacion del sustrato se produce por
reaccion con Oz, al igual que en la reaccion 7 (Esquema 1.5) de los mecanismos Tipo |,
el mismo entra en la categoria de mecanismos de Tipo Il, de acuerdo a la clasificacién de
Foote (Esquema 1.4), debido a que el sensibilizador excitado reacciona directamente con
el Oa.

Sens —> 1Sens* (9)
1Sens* —> 3Sens* (10)
3Sens* + O,——>Sens+ 10, (11) 3Sens* + O,—> Sens**+ 0, (13)
10, +tA ——> A(ox) (12) 0" +A — > A(OX) (14)

Esquema 1.6 Reacciones posible en fotooxidacion de Tipo Il
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Capitulo 2

Propiedades quimicas y bioguimicas de pteridinas

Las pteridinas son una familia de compuestos organicos heterociclicos muy
distribuidos en la naturaleza. Aunque se encuentran presentes en muy pequefas
cantidades en los seres vivos, son esenciales en los mamiferos ya que desempefian
diversas funciones. 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.1-3 Mas tarde, se elucido
la estructura molecular de estos pigmentos, planteandolos como derivados del
heterociclo pirazina [2,3-d] pirimidina* 5 al que, posteriormente, se lo denominé

pteridina.®
2.1 Estructura quimica

Las pteridinas son moléculas que poseen un doble anillo de diez &tomos, cuatro
de los cuales son atomos de nitrégeno. Por tal motivo, pueden definirse como tetra-azo-
naftalenos. En la Figura 2.1 se observa la estructura heterociclica comun a todas las
pteridinas con la correspondiente numeracion. El anillo | corresponde a la estructura de
la pirimidina, mientras que el anillo Il a la pirazina. Asimismo, en la Figura 2.1 se
muestran las dos estructuras quimicas de las cuales se derivan las “pteridinas naturales”
presentes en los seres vivos: 2-aminopterinidin-4(3H)-ona o pterina y pteridin-2,4(1H,
3H)-diona o lumazina.

Los derivados pterinicos se encuentran normalmente sustituidos en la posicion 6
del doble anillo. Segun el tamafio de este sustituyente las pterinas pueden dividirse en
dos grupos:

v/ pterinas no conjugadas, cuyos sustituyentes poseen una corta cadena
hidrocarbonada o un solo &tomo de carbono,

v pterinas conjugadas, cuyos sustituyentes son de mayor peso molecular e
incluyen una molécula de acido p-aminobenzoico (PABA); un ejemplo es el
acido folico (PteGlu) que ademéas de PABA posee una molécula de &cido

glutamico unidas por una union peptidica.
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@)
[
C N
N XCH
Cl: ‘ Cl)H Lumazina
P ~
NZ 4 >C s XCH H
SRR TIN
HCR g -CL  ZCH 0
C N
Pteridina HN/ §CH
! ‘ ! Pterina

Cx~
U

H,N" "N~ °N
Figura 2.1 Estructura quimica basica de las pteridinas con sus dos anillos tipicos:
pirimidinico (1) y pirazinico (Il). Estructuras de las pteridinas naturales lumazina y
pterina.

En la naturaleza las pterinas pueden encontrarse en diferentes estados de
oxidacién, donde el anillo pirazina es el que esta parcial o totalmente hidrogenado. Las
pterinas reducidas mas comunmente encontradas en sistemas bioldgicos son las 7,8-

dihidropterinasy las 5,6,7,8-tetrahidropterinas (Figura 2.2).

0 Q O H
N R N R
N xR N Sie(f/H N g
6] 1~ )\ 1~—H
)% 8//7(:\ )% S/C\ N S/C\
H  HN N N HN- NN
HN- NN 2 N 2 q H
pterina aromatica 7,8-dihidropterina 5,6,7,8-tetrahidropterina

Figura 2.2 Estructura quimica de pterina aromatica, 7,8-dihidropterina y 5,6,7,8-
tetrahidropterina.

En la Figura 2.3 se presentan los distintos isémeros estructurales que es posible
encontrar para las dihidropterinas.” De estos cinco isomeros, solo los 7,8-dihidro han
sido sintetizados y caracterizados, ya que son los termodinamicamente mas estables

gracias a su distribucién electrénica.8
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0 H 0 H
N R N_ _R
HN | H HN | |
)% — )%
H,N N" N H.N N™ N
2 2 H

5,6-dihidropterina 5,8-dihidropterina

0 0 0
N R N R N R
UL G L XE
H ~ ~ H — H
HZN)%N E H H,N N N™ H,N N E H
7,8-dihidropterina 6,7-dihidropterina 6,7,8-dihidropterina

Figura 2.3 IsGmeros estructurales de dihidropterinas.

En este trabajo de tesis se estudiaron particularmente dos pterinas oxidadas,
biopterina (Bip) y neopterina (Nep) y sus respectivos dihidroderivados, 7,8-
dihidrobiopterina (H2Bip) y 7,8-dihidroneopterina (H2Nep). Ademas, se utilizaron otros

derivados pterinicos cuyas estructuras se presentan en la Tabla 2.1.

0 0
N. R N _R
HN X HN | A
)% | Z )%N N "
H,N
H,N N" N 2 qo

R Pterina oxidada Dihidroderivado
-(CHOH),-CH-OH neopterina (Nep) 7,8-dihidroneopterina (H2Nep)
-(CHOH),-CHs3 biopterina (Bip) 7,8-dihidrobiopterina (H2Bip)
-CHO 6-formilpterina (Fop) 6-formil-7,8-dihidropterina (H-Fop)
-CHs 6-metilpterina (Mep) -
-CH>0OH 6-hidroximetilpterina (Hmp) -
-COOH 6-carboxipterina (Cap) -
-H pterina (Ptr) -
0 H

N o)
7,8-dihidroxantopterina (H2Xap) HN |
PN "
H

H,N N N
H
Tabla 2.1 Nomenclatura y estructura quimica de pterinas oxidadas y 7,8-dihidropterinas
utilizadas en este trabajo de tesis.

2.2 Propiedades acido-base y espectros de absorcion

En la Figura 2.4 se muestra el equilibrio acido-base mas importante de las

pterinas en solucién acuosa, considerando los valores de pH presentes en los sistemas
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bioldgicos. La forma &cida (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 pKa de alrededor de
8 para las pterinas oxidadas, %13 y de alrededor de 10 para las dihidropterinas.”. 9 14. 15
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 pKay la carga neta de las moléculas. Los valores de pKa de los compuestos utilizados

en este trabajo de tesis y otros se presentan en la Tabla 2.2.

0 o)
N R N R
HN | X OH- NZ~ | S
)% = ~ 0 N 7
N N N H,N N N

formaacida formaalcalina
Figura 2.4 Equilibrio acido-base del anillo pterinico en soluciones acuosas de pH entre 4 y
11.
Compuesto pKa Ref. Compuesto pKa Ref.
Bip 81 13 H2Bip 10,85 14
Nep 8,0 13 H2Nep 10,62 16
Fop e 11 H2Fop 9,68 16
Mep 8,3 17 H2Mep 10,85 7
Ptr 7,9 10 Ha2Xap 9,91 16
Hmp 8,1 18
Cap 7,9 19

Tabla 2.2 Valores de pKa del equilibrio amida-fenolato de distintas pterinas.

Cuando el pH es inferior a 3, existen otros equilibrios acido-base en los que
participan otros grupos funcionales de la estructura pterinica, como son los nitrégenos
anulares o el grupo amino de la posicion 2 del anillo. A medida que disminuye el pH,
estos grupos comienzan a protonarse, apareciendo las correspondientes formas
catidnicas con carga +1, +2 y +3. Todos estos equilibrios presentan valores de pKa
inferiores a 4.°

Sin embargo, en las condiciones de pH utilizadas en este trabajo de tesis (pH = 4-
11), el unico equilibrio que se detecta es aquel entre el grupo amida y el fenolato,

mencionado anteriormente (Figura 2.4). Es importante mencionar que las constantes de
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este equilibrio entre las dos formas &cido-base de los estados excitados singletes (ka*)
fue estudiado para ciertos derivados pterinicos encontrando valores muy similares a los
obtenidos para el equilibrio en estado basal.13 19 20 Es importante tener en cuenta este
equilibrio debido a que, segun estudios publicados para otros derivados pterinicos,
tanto el comportamiento fotoquimico como fotofisico de las diferentes formas acido-
base de cada compuesto presentan variaciones significativas.21-23

Las caracteristicas espectrales de los derivados pterinicos, por su parte,
dependen de diferentes factores, tales como el estado de oxidacién del anillo pirazina, la
naturaleza quimica de los sustituyentes unidos al doble anillo pterinicoy las condiciones
de pH del medio. El espectro de absorcion de la mayoria de la pterinas aromaticas no
conjugadas presenta dos bandas principales de absorcién, una banda con maximo entre
220 y 290 nm y la otra, de menor energia, con un maximo cercano a 350 nm.17. 24 | a
banda correspondiente a la transicion So — S de la forma acida presenta un méaximo de
absorcién 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 acida que para
la alcalina. Por otra parte, la banda de menor energia correspondiente a la transicion
So — S1 de la forma &cida presenta un corrimiento hacia el azul (Amax ~ 340 - 350 nm) si
se la compara con la forma béasica (Amax ~ 355 - 370 nm). En la Figura 2.5 se presentan
los espectros de absorcion en solucion acuosa de las formas acidas y basicas de las
cuatro pterinas oxidadas que apareceran con mayor frecuencia a lo largo de este trabajo
de tesis: Bip, Nep, 6-formilpterina (Fop) y 6-carboxipterina (Cap). Cabe destacar que el
espectro de Fop posee una forma particular, y distinta al 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 aparicion de una

tercera banda entre las dos descriptas anteriormente.

——
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Figura 2.5 Espectros de absorcion de pterinas aromaticas en solucién acuosa. Formas
aciday alcalina en color rojo y negro, respectivamente. a) Bip, b) Nep, ¢) Fop, d) Cap.

Con respecto a los espectros de absorcion de las 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 transicién So — Sz con un Amax = 230
nm, la banda correspondiente a transicién So — S> con Amax entre 270 y 280 nm, y la
banda de menor energia, con A maximo entre 310 nm y 330 nm. Aquellos derivados que
poseen en el Ca del sustituyente de la posicion 6, un grupo carbonilo, presentan una
banda de gran intensidad en la region visible del espectro. Esto se atribuye a una
interaccion mesomérica entre el grupo amino de posicion 2 que actia como dador de
electrones y el grupo carbonilo del sustituyente de posicion 6, quien actia como aceptor
de electrones. Los dos dihidroderivados estudiados en este trabajo de tesis, H2Bip y

H2Nep, presentan espectros muy similares, como se observa en la Figura 2.6.
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Figura 2.6 Espectros de absorcion de las formas é&cidas de las 7,8-dihidropterinas en
solucién acuosa a pH ~ 7. a) H2Bip, b) H2Nep.

2.3 Reactividad quimica de pterinas

En general, las soluciones acuosas de las pterinas aromaéticas son estables al aire,
aungue esta propiedad varia ligeramente con el sustituyente presente en la posicion 6.
Por ejemplo las soluciones de pterina (Ptr), Cap y 6-metilpterina (Mep) duran varias
semanas sin descomponerse, mientras que las soluciones de Bip, Nep 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
oxidacion que sufren en presencia de O.. En el caso de los dihidroderivados estudiados
en este trabajo de tesis, H2Bip y H2Nep, su reaccion con O lleva a la formacion de HoXap
como principal producto de oxidacion (> 80 %) y H.Fop como producto minoritario
(Esquema 2.1). Estos compuestos poseen una constante aparente de velocidad de
reaccion con Oz (kap) a 25 °C de 0,0004 + 0,0002 y 0,012 + 0,003 h-1 para H2Bip y H2Nep,
respectivamente. 16 Teniendo en cuenta estos valores de ks y l0s correspondientes
tiempos de vida media (t» = 1700 y 60 h, para H2Bip y H2Nep, respectivamente), se pudo
trabajar sin problemas con las soluciones preparadas en el dia, en el tiempo que duraron

los experimentos de este trabajo de tesis (< 7 h).

——
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Esquema 2.1 Oxidacion de H.Bip y H2Nep por O en soluciones acuosas neutras.

Ademas de la reaccion con Oa, los dihidroderivados se oxidan facilmente frente a
especies reactivas de oxigeno como H202 y 102. Cuando H2Bip 0 H2Nep se enfrentan con
concentraciones apreciables de H202, sufren una rotura del sustituyente y oxidacion del
atomo de C en posicion 6, para generar como producto principal H2Xap (< 90 %)
(Esquema 2.2). Estos compuestos presentan constantes bimoleculares de reaccion (k) a
37 °C en soluciones equilibradas en aire apH = 7, de 0,027 £ 0,002 y 0,037 + 0,004 M-1s1

para H2Bip y H2Nep, respectivamente.25

O O H
N._ R
HN X H,0, HN N 0
| — |
N~ TN
H,N H HN" N H H

H,Xap
Esquema 2.2 Oxidacién de H2Bip y H2Nep por H>0; en soluciones acuosas neutras.

Con respecto al 102, ambas pterinas reaccionan con altas constantes de quenching
total (ki), dada principalmente por una alta eficiencia de reaccién quimica con esta
especie reactiva (elevada constante de quenching quimico, k). H2Bip reacciona con 102
generando la oxidacion del anillo pirazina para dar Bip (= 45 %) y H202 en menor
cantidad, y otros productos no identificados. Por otro lado, HoNep ademas de sufrir
oxidacion del anillo para generar Nep (= 25 %) y otros productos no identificados, sufre

oxidacion del C en posicion 6 para producir HoXap (Esquema 2.3)
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Esquema 2.3 Oxidacion de H2Bip (a) y H2Nep (b) por 10, en soluciones acuosas neutras.

2.4 Bioguimica de biopterinay sus derivados reducidos

Aunque las pterinas se encuentran en muy pequefias cantidades en los
organismos vivos, participan en importantes reacciones bioquimicas. 5,6,7,8-
Tetrahidrobiopterina (H4Bip, Figura 2.2) es una molécula que actia como cofactor de
varias enzimas. De esta manera, esta involucrada en diferentes proceso biolégicos de
gran importancia para los seres vivos, tales como funciones del sistema nervioso,26 27

proliferacién celular y homeostasis vascular.28 29

Por un lado, H4Bip es cofactor de las tres isoformas de la enzima éxido nitrico
sintasa (NOS): endotelial (eNOS), neuronal (nNOS) e inducible (iNOS). Estas enzimas
catalizan la formacion de oxido nitrico (NO*) a partir de la oxidacién de arginina.
Ademas de funcionar como dador de electrones, H4Bip estabiliza la estructura dimérica
de las NOSs, que es la forma cataliticamente activa,3° 31 aumenta la afinidad de la enzima

por el sustrato3? y aumenta la velocidad de consumo de NADPH,32 entre otras funciones.
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El NO°- formado participa como intermediario en diversos procesos, como la
vasodilatacion y la regulacion del tono vascular normal, la inhibicion de la agregacion
plaquetaria, transmision neuronal y citostasis.34 H2Bip también se une a la enzima con la
misma afinidad y en la eNOS genera desacoplamiento de la enzima que conlleva a una

produccion de anion superoxido (02*) con la consecuente disfuncién endotelial 35

Asimismo, este tetrahidroderivado actlia como cofactor de las hidroxilasas de

aminodacidos aromaticos. Existen tres tipos de hidroxilasas:

v' Fenilalanina hidroxilasa (PAH), que convierte la fenilalanina en tirosina,
reaccion muy importante en el catabolismo de este aminoé&cido y, primer
paso de la biosintesis de melanina, el pigmento natural que protege a los
seres humanos de la radiacion UV.

v' Tirosina hidroxilasa (TH), que cataliza la conversion de tirosina a 3,4-hidroxi-
L-fenilalanina (L-DOPA), primer paso en la biosintesis de catecolaminas
(dopamina, noradrenalina y adrenalina).

v' Triptofano hidroxilasa (TPH), necesaria para la sintesis de serotonina y

melatonina a partir del triptéfano.

Estas tres enzimas son estructuralmente muy similares entre si. Para catalizar la
reaccion requieren HsBip, O2 y hierro. El sustrato se hidroxilay el Oz se reduce a H20. La
H4Bip proporciona los electrones para reducir al O, y forma un intermediario peroxi
H4Bip, el cual cede un atomo de oxigeno a la molécula que se hidroxilard mientras que el
atomo de oxigeno remanente forma un hidroxi-derivado de H4Bip. Este hidroxi-derivado
pasa a una forma quinoide parcialmente reducida (qH2Bip). La gH2Bip por medio de una
serie de pasos catalizados por enzimas es reducida totalmente para dar nuevamente
HiBip (Esquema 2.4). Ademaés, H4Bip tiene una segunda funcién en estas enzimas que es

la de reducir el hierro en el sitio activo de la enzima de Fe (111) a Fe (11).36
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Esquema 2.4 Participacion de H4Bip en las hidroxilasas

La reaccion catalizada por PAH es la primera de la sintesis de melanina que tiene
lugar en las células de la piel (melanocitos). Es sabido que la melanogénesis esta
activada por la radiacion UV. La fotooxidacion directa de polimeros de melanina por UV-
B (290 - 320 nm) conduce al aumento de la pigmentacion de novo. Ademas, produce un
incremento del nimero de melanocitos y de la actividad de la tirosinasa,3”: 38 enzima que
cataliza la etapa limitante de la melanogénesis, al generar L-DOPA a partir de tirosina.
Bajo condiciones fisioldgicas normales, los melanocitos tienen la capacidad de sintetizar
de novo, reciclar y regular la sintesis de Hs4Bip.3% 40 Sin embargo, cuando existe un déficit
de H4Bip se genera una patologia llamada vitiligo, la cual sera tratada en mayor detalle

en la siguiente seccion.

———
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Como ya se menciond, H4Bip puede reciclarse a partir de la via de recuperacion.
Como se muestra en el Esquema 2.5, la sepiapterina (Sep) que se forma por via no
enzimatica a partir de 6-lactoil tetrahidropterina, luego pasa a HzBip, en una reaccion
catalizada por la sepiapterina reductasa (SR). Luego, H2Bip pasa a H4Bip, cuando es
catalizada por la dihidrofolato reductasa (DFHR).4! Cuando, por ejemplo, existe
deficiencia en la actividad de SR en cerebro, se acumula H2Bip produciendo un
desacoplamiento de la nNOS. Esto produce un aumento en las concentraciones de 0>y
peroxinitrito (ONOO®) que resultan neurotoxicas. Ademas, altas concentraciones de
H-Bip inhiben la produccion de catecolaminas y serotonina en el sistema nervioso
central. Por otro lado, H2Bip es el derivado capaz de circular e ingresar a la célula cuando

se administra oralmente el H4Bip.42 43
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Esquema 2.5 Biosintesis de H4Bip: sintesis de novo (izquierda) y via de recuperacion
(derecha). GTPCH1: GTP ciclohidroxilasa I; PTPS: 6-piruvoil tetrahidrpterina sintasa;
PTPR: 6-piruvoil tetrahidrpterina 2’-reductasa; SR: sepiapterina reductasa; DHFR:
dihidrofolato reductasa.
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2.5 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 fenédmeno
ocurre por la acumulacion de pterinas oxidadas en las zonas afectadas por la
enfermedad,3? 44 ya que son compuestos muy fluorescentes.#> 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 H4Bip,
y una alteracion de la ruta de reciclado de este cofactor.46-48 El aumento de los niveles de
este tetrahidroderivado lleva a la acumulacién de H:Bip y 7-HsBip (un isbmero de
H4Bip).4° Este ultimo es un potente inhibidor de la actividad de la primer enzima en la
ruta de sintesis de melanina (PAH).50 Como consecuencia de la baja actividad de PAH,
aumentan los niveles de fenilalanina en piel, favoreciendo la sintesis de HBip y
aumentando aun mas los niveles del tetrahidroderivado. El incremento de los niveles de
fenilalanina y de 7-H4Bip, junto a la disminucién de la actividad enzimatica lleva a la
generacion y acumulacién de H202 en la piel de estos pacientes (Esquema 2.6).50. 51 Esta
acumulacién conduce a la inactivacion de la enzima catalasa,>? y motivo por el cual en
los melanocitos de los pacientes con vitiligo el medio se vuelve muy oxidante,
alcanzando concentraciones de H>0> del orden de milimolar. El incremento de los
niveles de especies oxidantes en las manchas depigmentadas quedd demostrado por
biopsias de piel, en las que se encuentra un alto grado de vacuolizacién y peroxidacién

lipidica.

Si bien ciertos autores postulan la oxidacion de Ha4Bip y H2Bip a 6-biopterina (6-
Bip) y de 7-HiBip a 7-biopterina (7-Bip) por parte de H»0,53 54 Dantola et al.
demostraron que, H2Bip es oxidada por esta especie reactiva de oxigeno dando como
principal producto H>Xap.2> Esto ultimo conduce al interrogante de cudl es el origen de
la presencia de pterinas oxidadas en la piel de los pacientes que sufren esta enfermedad.
Una via importante que merece ser investigada es la degradacién fotoquimica de H2Bip.
Si bien no es claro cual es el primer mecanismo que perturba la homeostasis de H4Bip, se
sabe que estas alteraciones metabodlicas conducen a una situacién en la cual se tiene un

tejido expuesto a la luz solar, sin proteccion contra la misma y donde se acumulan

——
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metabolitos fotoquimicamente activos. En el préximo capitulo se describiran algunas de

las reacciones que pueden estar ocurriendo en el interior de los melanocitos.
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Esquema 2.6 Sintesis de novo, reciclado y regulacion de la sintesis de H4Bip que tiene
lugar en la melanogénesis. Las flechas punteadas indican la ruta corta de reciclado de
H4Bip, favorecida en el vitiligo.

2.6 Neopterinay dihidroneopterina

Nep y su forma reducida HoNep son ambos intermediarios de la biosintesis de
H4Bip, sintetizada a partir de guanosina trifosfato (GTP) en una reaccion catalizada por
la GTP-ciclohidrolasa | (Esquema 2.5). No obstante, su funcibn mas importante es la
participacién en procesos inmunoldégicos. Los linfocitos y los macréfagos son dos tipos
de células del sistema inmune que juegan un papel fundamental cuando se activa la
respuesta inmune celular en las distintas enfermedades. Los linfocitos-T reconocen
antigenos en la superficie de las células de los tejidos, se activan y producen citoquinas,
particularmente interferon y (INF-y). El INF-y estimula a los macrofagos quienes, a su
vez, sintetizan y liberan al medio, entre otras sustancias, especies reactivas de oxigeno

(EROs), factor de necrosis tumoral (TNF-a), H2Nep y Nep.55

Al parecer, los macréfagos sintetizan HoNep como un antioxidante celular. Esto se
debe a que, durante el proceso inflamatorio, los macréfagos requieren antioxidantes
adicionales para protegerse y poder funcionar en los sitios de inflamaciéon donde hay
altas concentraciones de especies reactivas como H20>, CIO-y 0256 Asimismo, HoNep y
Nep participan en otras funciones de interés bioldgico. Nep favorece la liberacion del

factor de transcripcion NF-xB,57 el cual participa estimulando a las células para que
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aumenten la liberacién de NO*y promueve la transcripcion del promotor del virus HIV-1

y, por lo tanto, la expresién del mismo.>8

Al ser Nep liberada en la respuesta inmune, su concentraciéon en sangre se ve
aumentada en infecciones virales (hepatitis A, B y C, HIV y sarampidn), asi como
también, en infecciones por bacterias intracelulares (tuberculosis, lepra, etc.) y parasitos
intracelulares (malaria). De esta manera, la determinacion de la concentracion de Nep
en distintos fluidos bioldgicos (suero, fluido cerebroespinal u orina) es una herramienta
muy atil para el monitoreo de la respuesta inmunolégica mediada por células.>® Estos
resultados indican que Nep es un marcador inespecifico de respuesta inmunolégica,
pero es importante destacar que el aumento en los niveles de Nep, generalmente
precede a los sintomas clinicos y correlacionan bien con la actividad de la enfermedad.
Consecuentemente, su determinacion se utiliza como prueba de screening en bancos de
sangre, marcador pronostico de enfermedades cardiovasculares,5° sepsis, sindrome de
respuesta inflamatoria sistémica,%! neoplasias.62 Ademas, Nep es un indicador sensible
de las complicaciones inmunolégicas tempranas, como rechazos o infecciones en
receptores de trasplantes. También puede usarse como indicador de estrés oxidativo, ya
que la concentracion de Nep se correlaciona con productos de oxidacion de proteinas y

con la pérdida de antioxidantes (vitamina E).
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Fotoquimica de pterinas

Desde hace varias décadas se sabe que ciertas pterinas oxidadas y también
algunos derivados reducidos son fotosensibles cuando los mismos se encuentran
disueltos en solucién acuosa. Por lo tanto, en este capitulo se resumen los conocimientos
existentes, hasta el momento previo al inicio de este trabajo de tesis, sobre el

comportamiento fotofisico y fotoquimico de distintos derivados pterinicos.
3.1 Estados excitados singletes y tripletes de pterinas

Existen diversos estudios sobre los estados excitados de los distintos compuestos
pterinicos, ya sea pterinas oxidadas o los dihidroderivados. Las caracteristicas
fluorescentes de las pterinas aromaticas (espectros de emision y excitacion, rendimiento
cuantico de emision (®f) y tiempo de vida (tr)) dependen de varios factores.-3 Por un
lado, varian segun sea la naturaleza quimica del sustituyente unido en la posicion 6 del
anillo pterinico. Mientras las denominadas pterinas conjugadas (Capitulo 2) poseen una
fluorescencia despreciable, las no conjugadas presentan, por el contrario, una emisién
importante. Por otra parte, la emision depende del pH, es decir, de cudl sea la forma
acido-base del derivado pterinico presente en el medio de reaccion. Tipicamente, los
espectros de emision de las formas alcalinas presentan un corrimiento de 10 - 15 nm
hacia el visible respecto de los espectros de emision de las correspondientes formas
acidas, lo cual es esperable considerando los espectros de absorcion (Seccion 2.2).
Ademas, estos espectros 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 (S1).

En la Tabla 3.1 se exponen los valores publicados de ®r y 1 de varias pterinas
aromaticas. Puede apreciarse que, en todos los casos, los valores de ®r correspondientes
a las formas acidas son mayores que los valores de las formas alcalinas. Ademas, estos
valores presentan una fuerte dependencia con la naturaleza del sustituyente.
Ciertamente, la presencia de la porcién p-aminobenzoico provoca en las pterinas

conjugadas una dréstica reduccion de los valores de ®r. Asimismo, los decaimientos de
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fluorescencia de las pterinas siguen un comportamiento exponencial de primer de orden
y puede observarse que los 1r para las formas acidas son mayores que los de sus
respectivas formas alcalinas y que también tiene una clara dependencia con el tipo de
sustituyente en la posicion 6. En la Tabla 3.2 puede observarse que los valores de ®r y 1r
obtenidos para distintos dihidroderivados son, ciertamente, muchos menores que los
observados para los analogos oxidados. Este hecho da cuenta de la existencia para los
dihidroderivados, de vias adicionales de desactivacion no radiativa de los estados

excitados singletes muy eficientes.

Compuesto forma Ae/NM (£5) O te/ns (£ 0,4) Dy
o Acida 441 036+0,01 91 034+001
P Basica 455 029+0,01 76 040+ 0,03
" Acida 440 038+0,01 8.9 023+001
P Basica 454 031+0,01 74 034 +0,04
oir Acida 439 033+001 76 018+ 0,02
Basica 456 027+0,01 50 030+ 0,02
. Acida 446 012+001 79 045 + 0,05
P Basica 454 0,07 +0,01 2.2 047 +0,02
. Acida 439 028+001 58 027 +0,03
P Basica 451 018 +0,01 41 037 +0,02
e Acida 448 061+001 136 010+ 0,02
P Basica 460 061 +0,04 132 014 +0,02
. Acida 449 053+ 0,02 11,0 015+ 0,02
P Basica 457 046+ 0,01 8.4 021+0,01
. Acida 445 <0,005 ; <0,02
Basica 455 <0,005 - <0,02

Tabla 3.1 Longitud de onda del maximo de emision (Af), rendimiento cuantico de
fluorescencia (®f) tiempo de vida de fluorescencia(tr), y rendimientos cuanticos de
produccion de 10, (®@,) de las formas &cidas y alcalinas de algunos derivados pterinicos
aromaticos. Datos extraidos de Ref. 1-3.

Compuesto  Ae/nm (£ 5) 022 te/ns (£ 0,07)
H2Bip 425 0,009 + 0,002 0,30
H2Nep 425 0,005 + 0,001 0,31
H.Hmp 425 0,003 + 0,001 0,21
H2Mep 410 0,003 + 0,001 0,18
H2Fop 528 0,0087 +0,0003 0,34

Sep 533 0,0070 +0,0006 0,28

Tabla 3.2 Rendimiento cuantico (®r) y tiempo de vida (1) de fluorescencia de
dihidroderivados. Datos extraidos de Ref. 4.
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También se conoce que las pterinas aromaticas son eficientes
fotosensibilizadores de 10257 En solucidn acuosa y bajo irradiacion UV-A, todas las
pterinas aromaticas poseen una elevada eficiencia de produccion de 102 Por el
contrario, las pterinas conjugadas como el &cido félico (PteGlu), no generan esta especie
reactiva. Los valores de rendimientos cuéanticos de produccion de 102 (®,) se detallan en
la Tabla 3.1. Para explicar el comportamiento diferencial observado con PteGlu se
propuso que la cadena lateral de este compuesto actla como desactivador interno,
aumentando la velocidad de desexcitacion no radiativa (conversion interna) del estado
excitado singlete. De esta manera, se observa emisién muy débil y el entrecruzamiento
de sistemas es ineficiente, por lo cual, no genera 10,. Se aprecia, ademas, que tanto la
naturaleza del sustituyente en la posicion 6 del anillo pterinico como el pH, afectan
significativamente los valores de ®,, siendo mayor en medio alcalino para la mayoria de

las pterinas estudiadas.

Asimismo, existen algunos estudios sobre los transientes de absorcion de
pterinas por técnicas de laser flash photolysis. En estos trabajos se postula que al excitar
una solucion de pterina (Ptr) a 355 nm se observan, en simultaneo, especies tripletes y
radicales. Chahidi et al.8 asignaron dos de estos transientes a estados tripletes de Ptr.
Uno de ellos tiene un maximo de absorcion a 550 nm y un tiempo de vida (t7) de 2,3 £
0,2 ps. El otro transiente posee dos méaximos de absorcién a 415y 600 nmy un tr de 0,3
us. La existencia de dos estados tripletes se debe, segun estos autores, al equilibrio
tautomérico presente en el estado fundamental de Ptr (Capitulo 2). Ledbetter et al.®
propusieron una hipoétesis similar para los resultados obtenidos con biopterina (Bip),

encontrando dos estados excitados tripletes con tr de 2,0 usy 0,3 ps.

Por otra parte, los dihidroderivados, a diferencia de las pterinas aromaticas,
poseen capacidad extremadamente baja o nula para generar fotoquimicamente 10,.10
Teniendo en cuenta ademéas que poseen tr muy cortos, se concluyd que los estados
excitados singletes de los dihidroderivados se desactivan muy rapidamente mediante

vias no radiativas, impidiendo de esa forma la generacion de estados excitados tripletes.

Es interesante comentar que las dihidropterinas que se encuentran presentes en
los organismos en condiciones fisioldgicas, incluso en zonas expuestas a la radiacion
como la piel del ser humano, cuando sus estados excitados pierden el exceso de energia

lo hacen muy rapidamente, evitando asi la formacion de especies reactivas capaces de

 —
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reaccionar con otros compuestos presentes en el medio. Por el contrario, las pterinas
aromaticas no conjugadas que solo aparecen en piel bajo condiciones patolégicas
(Seccién 2.5), generan fotoquimicamente especies como los estados excitados tripletes
que viven lo suficiente como para reaccionar y, ademas, formar la especie altamente

reactiva 10..
3.2 Reactividad fotoquimica de las pterinas aromaticas

En general, en soluciones aireadas y bajo irradiacibn UV-A, las pterinas
aromaticas sufren reacciones de oxidacion que involucran modificaciones en el
sustituyente localizado en la posicion 6, mientras que sus anillos aromaticos
permanecen inalterados. Los mecanismos implicados en la fotooxidacion de estos
compuestos dependen de la naturaleza del sustituyente, como asi también del pH del
medio. De esta manera, la fotoquimica de la forma éacida y béasica de un determinado

derivado pterinico puede ser muy diferente.
3.2.1 Pterinas sin sustituyente oxidable

Aquellos compuesto pterinicos que no poseen sustituyente oxidable en la
posicion 6, como Ptr, 6-metilpterina (Mep) o 6-carboxipterina (Cap), son estables
cuando se los irradia en solucion acuosa en ausencia de O2. En cambio, cuando la
irradiacion es en presencia de Oz se produce la oxidacion de la molécula con la
consecuente ruptura de anillo, generando productos no pterinicos y H202.11 12 No
obstante, estas reacciones ocurren muy lentamente, con valores de rendimientos
cuanticos mucho menores que los correspondientes a los derivados que sufren

oxidacién en sus sustituyentes (Tabla 3.3).

@ (103)

medio acido medio alcalino Ref.

Ptr 0,82 £ 0,06 1,2+0,2 11

Cap 51+05 1,3+0,2 11

Mep 0,24 £ 0,05 0,81+ 0,08 12
Fop 40x2 35+2 13,14

Hmp 23+0,.2 18+2 6,7
PteGlu 25+2 5104 13,15

Tabla 3.3 Rendimiento cuantico de consumo (®.g) de pterinas aromaticas en soluciones
aireadas.
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3.2.2 Biopterinay neopterina

En la década del '70, W. Pfleiderer et al. estudiaron la fotoquimica de Bip y
neopterina (Nep) en solucion buffer de pH 10. En estas condiciones y, bajo irradiacion
UV-A, los autores observaron que en presencia de Oz, 6-formilpterina (Fop) era el
producto mayoritario de la reaccion. En ausencia de O,, en cambio, detectaron que las
soluciones se tornaban de color rojo. Al airear estas soluciones, el compuesto rojo
desaparece, detectando Fop como producto final. A este intermediario, con maximo de
absorcién de su banda de menor energia centrado en 480 nm, se le asigno la estructura
de 6-formil-5,8-dihidropterina, un derivado reducido poco estable (Esquema 3.1).16 De
esta manera, la reaccion involucra la reduccién del anillo pterinico y la oxidacion del
sustituyente a través de una reaccion redox intramolecular. En los mencionados trabajos
de W. Pfleiderer, si bien se describe que 6-formil-5,8-dihidropterina se oxida
rdpidamente en presencia de Oz no existe ningan estudio cinético sobre estas
reacciones. Mas aun, no se encontré en la literatura reportes de constantes de velocidad

de reacciones de este tipo.

Q OH R 0] H 0
N N 0
H)N\ | > OH L» HN | ]/\H |C|
R—CH
NS 7 ~ +
NH, N N NHz)\N N
R:i-CHg Bip - H |
-CH,OH....Nep 6-formil-5,8-dihidropterina
0,
0 0
N
HN | N H
PN N
NH, N
Fop

Esquema 3.1 Mecanismo de fotooxidacion propuesto por Pfleiderer et al. para Bip y Nep.
3.2.3 Formilpterina e hidroximetilpterina

Fop y 6-hidroximetilpterina (Hmp) son otras dos pterinas con sustituyente
oxidable cuya reactividad fotoquimica (UV-A) ha sido estudiada. Brevemente, se conoce
qgue Hmp en solucién acuosa alcalina genera Fop cuando la misma es irradiada ya sea en

presencia o en ausencia de O.. Sin embargo, en condiciones de anaerobiosis se observa
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la formacién de un intermediario de caracteristicas similares a los de Bip y Nep. Este
intermediario es oxidado rapidamente por Oz, generando Fop y H>028 (Esquema 3.2).
Cuando se irradia una solucién de Hmp en medio acido, ademas de Fop se detecta Cap.”
La fotoquimica de Fop es muy similar a la descripta para Hmp. En presencia de O, ya sea
en medio acido o alcalino, se oxida el sustituyente del anillo pterinico dando lugar a la
formacion de Cap y H202. En ausencia de Oz se genera también un intermediario, con
caracteristicas similares a las descriptas para Bip y Nep, que reacciona con O, para
generar como productos finales Cap y H20..13.14 Los rendimientos cuanticos de consumo

de reactivo de Fop y Hmp se detallan en la Tabla 3.3.
0
a) 0, H,0, N N
intermediario LZ,H)N\ | j/\H
\N N/

x\o NH;

CH Q> Fop
T \
x 02 HZOZ Q ﬁ
N
intermediario’ g» HN | N OH
Py
NH;, "N~ °N

Ca
b) P
I I
H)N\/Li j/\H hv__ intermediario ;Z» )i j/k
N ~
NH; N7 N
Fop oo

Esquema 3.2 Mecanismo de fotooxidacion propuesto para a) Hmpy b) Fop.
3.2.4 Acido félico

Cuando PteGlu es irradiado, en medio acido en presencia de O, sufre una ruptura
generando como fotoproductos Fop y é&cido p-aminobenzoilglutamico (PABA-GIlu),
ademas de producir H202.13 La velocidad de esta reaccion aumenta con el tiempo de
irradiacién, debido a la existencia de un proceso fotosensibilizado en el cual Fop
fotoinduce la oxidacion PteGlu.l” Posteriormente, Fop se consume generando Cap. En
cambio, en la fotooxidacion de la forma bésica del PteGlu existen dos mecanismos de
fotooxidacion independientes. El primero es el mismo que sucede en medio acido. El
segundo, es una ruta adicional que no involucra la ruptura del grupo folato y conduce a

la formacién de un producto que hasta el momento no ha sido identificado (Esquema
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3.3).15 Por otro lado, en ausencia de Oz no se observa reaccion en ninguna de las dos

condiciones de pH.

OH
N
0 0 0
N
HN N N
fﬁ[ YH{ )
~ = H 0
HNT N7 N
OH

02 hV
O,y
0 I
N CH
HN | N
I 2
H,N N N OH producto no identificado
+
Fop N
0 0
H,N —<: :)/U\ N
H 0

PABA-Glu OH

Esquema 3.3 Fotooxidacion de PteGlu en solucion acuosa.

3.3 Reactividad fotoquimica de los derivados reducidos

No existe demasiada informacién acerca de la fotoquimica de los dihidro y
tetrahidroderivados. Una de las pocas reacciones de este tipo de pterinas que han sido
descriptas en la literatura, es la reaccién fotoquimica de 5,6,7,8-tetrahidrobiopterina
(H4Bip), que posee una marcada dependencia con la longitud de onda de excitacion. Bajo
irradiacién UV-B y en condiciones de pH fisiolégico, H4Bip se fotooxida generando como
anico producto 7,8-dihidroxantopterina (H2Xap). Sin embargo, las soluciones acuosas
aireadas de este tetrahidroderivado son fotoestables cuando se las expone a la radiacion
UV-A18

Otro derivado pterinico reducido que ha sido estudiado es sepiapterina (Sep). Al
contrario de lo observado para H4Bip, la fotoquimica de Sep es independiente de la
longitud de onda de irradiacion. En soluciones aireadas irradiadas tanto con UV-A como
con UV-B, Sep se oxida generando Cap y H20219. Por otra parte, cuando la radiacion
incide sobre soluciones anaerdbicas de Sep, tiene lugar la formacion de un intermediario

que luego, en contacto con Oz, genera Cap y H20,.20
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Cuando se expone a radiacion visible (438 nm) una solucién aireada de 6-formil-
7,8-dihidropterina (HzFop), ésta sufre una fotooxidacion en el anillo pterinico,
generando su analogo oxidado Fop y H202, con un rendimiento cudntico de consumo de
reactivo de 0,0113 £ 0,0009. Por otro lado, cuando se irradia HoFop en ausencia de Oz, se
observa la formaciéon de un intermediario que luego de airearse la solucion, se
transforma en Fop (Esquema 3.4).2! Este intermediario tiene caracteristicas similares a
los encontrados cuando se irradian en anaerobiosis las pterinas aromaéticas

mencionadas anteriormente, con lo cual podria ser un 5,8 dihidroderivado.

Por otro lado, cuando se irradia una solucion aireada de H2Xap con Aexc = 312 nm
a pH fisioldgico, se observa un muy bajo consumo del reactivo, con un rendimiento
cuantico similar a los de Ptr o Mep.10 Este resultado es importante ya que, como se dijo
anteriormente, H>Xap es el producto de oxidacion de H2Bip por Oz y H20», con lo cual,
cuando se acumula H2Bip en los tejidos de pacientes con vitiligo, este se oxidaria a
H-Xap, generando asi un compuesto fotoestable con capacidad para reaccionar con

especies oxidantes como H202 y 10.

0] 0
Q I HO Q I
N CH 2 22 N CH
HN | N N A HN | A
X H hv " )% ~
HNT NT N H,N” “N” °N
H
HZFOp Fop

Esquema 3.4 Mecanismo de fotooxidacion de HzFop.
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Capitulo 4

Preparacion de soluciones y metodologia de trabajo

4.1 Disefo general de los experimentos

En este trabajo de tesis se realizaron principalmente dos tipos de experimentos.
Por un lado, se estudiaron distintas reacciones fotoquimicas mediante irradiaciones
continuas. La irradiacion o fotélisis continua implica la iluminacién de una muestra con
radiacion procedente de una lampara de intensidad constante y por periodos de tiempo
relativamente largos. La duracion es en referencia a los tiempos de técnicas como

fotdlisis de flash, donde el pulso de luz es del orden de micro, mili o nanosegundos.

Para los experimentos de fotdlisis se empled la metodologia siguiente: primero se
prepararon las soluciones, siguiendo el protocolo descripto en la siguiente seccion. A
modo de control, a cada solucion se le registro el correspondiente espectro de absorcion.
Luego, se irradiaron las muestras por diferentes periodos de tiempo, y se estudiaron las
soluciones irradiadas analizando consumo de reactivo, generaciéon de productos e
intermediarios y produccién de distintas especies reactivas. Esto se realizd utilizando
diversas técnicas analiticas que se describiran en el siguiente capitulo. Por ultimo, se
analizaron los resultados con el fin de calcular parametros cinéticos y fotoquimicos, y

dilucidar mecanismos de reaccion.

Por otra parte, se realizaron estudios de estabilidad de los productos generados
durante las distintas reacciones fotoquimicas. Para ésto, se utilizé la siguiente
metodologia: las soluciones se irradiaron durante un determinado intervalo de tiempo e
inmediatamente después de interrumpir la irradiacion, se mantuvieron en oscuridad a
una temperatura y condicién de O (presencia o ausencia) determinada. Al periodo de
tiempo transcurrido en estas condiciones se lo denomind, arbitrariamente, tiempo de
oscuridad. Entonces, a distintos tiempos de oscuridad se estudiaron las soluciones con
diferentes técnicas, analizando consumo de fotoproducto y generacién de otros
productos, asi como también la generacién de especies reactivas. Luego, se analizaron

los resultados para esclarecer mecanismos de reaccion.
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El siguiente esquema resume el disefio experimental seguido en este trabajo de

tesis descripto en los parrafos anteriores:

Preparacion de la

solucion
i=0 ti=x Muestra irradiada
[MO< — Irradiacion [——>| conservadaen
ti=1 oscuridad
M1l <€<——
t0:2E M2
\Mn . ti=n

TECNICAS ANALITICAS

Analisis de resultados

Esquema 4.1 Disefio experimental utilizado en este trabajo de tesis.

4.2 Reactivos y preparacion de soluciones de pterinas
4.2.1 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 posterior purificacion, debido a que presentan una pureza mayor al 99%. En
particular, los compuestos usados en este trabajo fueron: pterina (Ptr), biopterina (Bip),
neopterina (Nep), 6-hidroximetilpterina (Hmp), 6-formilpterina (Fop), 6-carboxipterina
(Cap), 6-metilpterina (Mep), 7,8-dihidrobiopterina (H2Bip), 7,8-dihidroneopterina
(H2Nep) y 7,8-dihidroxantopterina (H2Xap).

A continuacion se listan otros reactivos utilizados: NaOH, HCI, H202 (30 %),
(Merck), D20 (> 99,9 %, Sigma-Aldrich), hidréxido de sodio deuterado (NaOD, CEA, > 99
%) y &cido clorhidrico deuterado (DCI, Aldrich, 99,5 %). Tris-hidroximetil-aminometano
clorhidrico (Trizma, NH2C(CH20H)3HCI) y acetato de amonio (CHsCOONH4) (Sigma-
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Aldrich); fosfato diacido de potasio (KH2POs) (Anedra) e ioduro de potasio (IK)
(Laboratorios Cicarelli). Metanol y acetonitrilo calidad HPLC (J. T. Baker). Ademas, se
empled superédxido dismutasa de eritrocito bovino (SOD), citocromo ¢ de corazén
equino (Cyt), 5,5-dimethil-1-pirrolin-N-6xido (DMPO) (Sigma-Aldrich).

El agua utilizada para preparar las distintas soluciones fue de calidad milliQ (agua
destilada purificada en un equipo Milli Q Reagent Water System (resistividad ~ 10 MQ

cm1)).
4.2.2 Soluciones acuosas

En general, las pterinas reducidas son mas inestables que los derivados
aromaticos cuando se encuentran en soluciones acuosas aireadas a temperatura
ambiente.l La oxidacién de H2Bip y H2Nep genera, principalmente, HoXap, sin embargo
la velocidad de esta reaccion es diferente para ambos dihidroderivados. Mientras que
H2Bip tiene un tiempo de vida media (ti/2) de = 1700 h, H2Nep es mas inestable, con un
tiz = 60 h (Seccion 2.3). En consecuencia, la degradacion que sufren estos
dihidroderivados durante la preparacion de las soluciones es despreciable. No obstante,
las soluciones de HoNep fueron utilizadas dentro de las 12 h después de su preparacion,
mientras que las soluciones de H2Bip pudieron utilizarse hasta 48 — 72 h posteriores a la

preparacion.

Para preparar soluciones de pterinas aromaticas o dihidroderivados se disolvio el
sélido en agua libre de iones metalicos. Se agregaron pequefios voliumenes (10 — 100 ul)
de NaOH 0,5 — 1 M para facilitar la disolucién, ya que las pterinas presentan grupos
ionizados en medio alcalino. El sistema se mantuvo en agitacion por alrededor de 1 h
hasta lograr la completa disolucidn del reactivo. Luego, mediante el uso de matraces, se
Ilevo la solucién a volumen final y se transvasé a frascos de color caramelo para evitar la

degradacion que pudieran sufrir estos derivados pterinicos por exposicién a la luz.

El pH de trabajo dependié del compuesto utilizado y de cada experimento en
particular. Para las pterinas aromaéticas se trabajo, generalmente, en dos condiciones de
pH: 55y 10,5. De esta manera, en las soluciones de trabajo sélo se encontro presente
una Unica especie acido-base del compuesto en estudio ya que, como se explico en el
Capitulo 2, el pKa de la mayoria de las pterinas aromaticas es cercano a 8. En el caso de

las pterinas reducidas, se trabaj6é en condiciones de pH comprendidas entre 70y 7,4,

 —
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condicion en la cual se encuentra presente Unicamente la especie neutra de estos

compuestos que presentan valores de pKa cercanos a 10.

Las soluciones de acido y alcali utilizadas para llevar a pH se prepararon a partir
de una solucién concentrada del reactivo comercial, en el caso del HCI 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
combinacion con un electrodo de pHC3001-9 (Radiometer Analytical). La calibracion de
los equipos se realizé empleando soluciones amortiguadoras comerciales con valores de
pH 4,00; 7,00 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.2

Con respecto a las concentraciones de las soluciones de pterinas estudiadas, las
mismas variaron, generalmente, entre 50 y 200 uM. Para determinar la concentracion
exacta de las soluciones empleadas en los distintos experimentos se utilizaron distintos
métodos: a) a partir de la cantidad de s6lido pesado, el volumen de solucion y el peso
molecular del compuesto; b) a partir del factor de dilucién y la concentracion (calculada
segun a) de una soluciéon mas concentrada y c¢) a partir de medidas de absorbancia y los

correspondientes valores de los coeficientes de absorcién molar (g).3

4.2.3 Soluciones en agua deuterada

Para las medidas de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) se utilizé agua
deuterada (D20) como solvente. Las concentraciones de pterinas variaron entre 0,7 y 2
mM, siendo mas elevadas que en H>0 debido a su mayor solubilidad en el solvente
deuterado. Se partié de DO previamente alcalinizada a pD ~ 11 a la cual se agrego el
sélido a disolver y se mantuvo bajo agitacion magnética por un periodo de 45 a 60 min,
sellando los envases con parafilm, para evitar el intercambio de D-O con H20
proveniente de la humedad ambiente. Luego, las soluciones se traspasaron a envases
color caramelo para su disposicion final y almacenamiento. La concentracion se

determind mediante el calculo del s6lido pesado y el volumen de D20 agregado.

El pD (= -log [D*]) fue medido con el pH-metro previamente nombrado y los

valores de pD se calcularon aplicando la siguiente correccion a cada medida*:
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pD=pH+04

donde pH es el valor leido en el instrumento. El valor final de pD se alcanzé mediante el
agregado con micropipeta de pequefios volumenes de soluciones relativamente

concentradas de NaOD y DCl en D20.
4.2.4 Condiciones anaerdbicas y saturacion de O>

Para realizar ciertos experimentos fue necesario eliminar el O, disuelto en la
solucion. Para tal fin, se prosiguié de la siguiente manera: mililitros de solucién
preparada tal como se menciond anteriormente, 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 o N2), mientras que la otra se
dejé por encima de la superficie de la solucion actuando como via de salida. Asi, se
burbujearon las soluciones con el gas inerte durante aproximadamente 20 minutos. La
disposicidn de las agujas permite que la presion alcanzada en el interior de la celda sea
idéntica a la presion externa (atmosférica), evitando entonces que se genere una
condicion de sobre-presién en el interior de la celda. Luego, se extrajeron las agujas y se
cubri6 la parte superior de la celda con parafilm, para evitar el intercambio de gases y la

consecuente pérdida de anaerobiosis.

Es necesario aclarar que durante el burbujeo de Ar, ademéas de O, también se
elimina el CO2 presente en la solucidn, el cual esta en equilibrio con H2CO3 (&cido débil
que, en solucién acuosa, se encuentra parcialmente disociado) (reacciones 1 a 3).
Consecuentemente, cuando se elimina el CO, los equilibrios de las reacciones 1 a 3 se
desplazan hacia la izquierda, disminuyendo asi la concentracién de protones, con la
consecuente alcalinizacion de la solucién. Por lo tanto, se tomaron los espectros de
absorcidn de las soluciones antes y después de burbujear el gas inerte, para asegurar la
conservacion de la forma &cido-base del derivado pterinico deseada. El espectro también
sirve para controlar que no se haya evaporado el solvente y concentrado la solucién, ya
que un burbujeo por tiempos prolongados puede provocar la pérdida de cantidades
substanciales de solvente por arrastre de moléculas de H>O con la corriente de gas (los

gases inertes utilizados estan libres de H20).

i



o 46 ™ capitulo 4

CO, () &=——= CO, (aq) (1)
CO, (aq) + H,0 &=——2 H,CO; (2)
H,CO3 &= HCOz +H* 3

En el caso de los experimentos de RMN, por cuestiones de tamafio y geometria de
los tubos utilizados, se modifico ligeramente el procedimiento de burbujeo y eliminacion
de Oz disuelto. Concretamente, las soluciones se burbujearon con N> directamente en los
tubos de RMN, insertando una Unica aguja (actuando de canal de ingreso de N2) y
dejando levemente abierta la tapa del tubo para eliminar el aire como via de escape o

salida del gas.

Por otro lado, para estudiar el efecto de la variacion de la concentracion de Oz en
diversos procesos, algunos experimentos se realizaron en soluciones saturadas en Oz. En
estas condiciones la concentracion de Oz es, aproximadamente, 5 veces superior a la de
las soluciones equilibradas en aire. Para esto, se procedi6 al burbujeo de dicho gas de la

misma manera que se realiz6 con el Ar mencionado en los parrafos previos.
4.3 Irradiacion de soluciones
Las soluciones fueron irradiadas con dos fuentes distintas:

e Sistema de irradiacién I: lamparas Rayonet RPR (Southern N.E. Ultraviolet Co.) que
presentan un maximo de emision en 350 y un ancho de banda de alrededor de 20
nm.

e Sistemade irradiacion Il: lampara de Xe/Hg Osram de 1000W, cuyo haz de luz, antes
de incidir en la celda que contiene la muestra, se hace pasar por un filtro de agua y
un monocromador (ISA Jobin-Yvon B204) de 6 nm de ancho de banda. Se utilizaron
distintas longitudes de onda de excitacion de la muestra (Lexc), segun el reactivo a
irradiar y el espectro de emision de la lampara. Por ejemplo, se utilizé una iex de
335 nm cuando se trabaj6 con los dihidroderivados, mientras que, una mezcla de
Bip y H2Bip se irradi6 a 380 nm, condicion experimental que permite excitar

selectivamente el compuesto aromatico Bip.

En el Esquema 4.2 se muestran los sistemas de irradiacion utilizados con la
geometria especifica empleada. Exceptuando los experimentos de RMN, donde las

soluciones se irradiaron directamente en los tubos de RMN, en general, se utilizaron
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celdas de cuarzo Hellma de dimensiones 1 cm x 1 cm o de 1 cm x 0,4 cm. Estas celdas
tienen una capacidad volumétrica de 3 y 1,4 ml, respectivamente. Las soluciones se
homogeneizaron con un agitador magnético durante todo el tiempo de fotdlisis, evitando

asi laacumulacion de fotoproductos en la cara de la celda mas préxima a la lampara.

septumde
silicona

a) tapa —> m

T
lampara

tubo de RMN

soporte

L O

Agitador
magnético

b) tapa ——> m
septum de B
silicona

filtro de agua monocromador !
celda
Lampara /
Xe/Hg Agitador
magnético
(\ soporte

fuente

refrigerante

Esquema 4.2 Esquema de los dos sistemas de irradiacion utilizados. a) Sistema de
irradiacion I, b) Sistema de irradiacion 1.

En cada experimento de fotdlisis se extrajeron muestras a distintos tiempos para
su posterior analisis. En la mayoria de los casos, las soluciones irradiadas se analizaron
con técnicas “destructivas” que modifican su composicién o implican un consumo neto
de la misma (deteccion de H202, HPLC). En estos casos, se introdujo en la celda una

cantidad determinada de solucidn, se irradio y luego se retiré por completo la totalidad
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del volumen para su analisis. A continuacion, para estudiar la reaccion en otro tiempo de

irradiacion, se volvié a cargar la celda con solucion madre y se irradié nuevamente.

En otros casos, se utilizaron técnicas de analisis “no destructivas”, por ejemplo,
cuando solo fue necesario observar los cambios espectrales o cuando se determind el
consumo de Oz. En estos casos, se irradio la solucién un tiempo dado, luego se tomo el
espectro y, posteriormente, se continu6 irradiando la misma solucion, hasta finalizar el

experimento.
4.4 Determinacion de rendimientos cuanticos

Si se tiene una Unica especie capaz de absorber la radiacion, la ley de Lambert-

Beer se puede expresar de la siguiente manera:

qp,x — qu,x(l _ 10-8(7») | C)

(4)
donde qp, es la intensidad de la luz absorbida por el soluto en la solucién con una
concentracion molar C, a una longitud de onda A, | es el camino dptico y, q%., Yy (L) son
la intensidad de la luz incidente y el coeficiente de absorcion molar a la longitud de onda

A. Opy. Y 0%, Se expresan en fotones por unidad de tiempo.

QYp,. representa el nimero de fotones por unidad de tiempo y por unidad de
volumen que son absorbidos por una muestra. Tomando V como el volumen de la

solucion, entonces la relacion entre gVp,. Y Qp.. €S:

\" —_
()
Se define el rendimiento cuantico de una reaccion fotoquimica como el cociente

entre el nimero de moléculas que reaccionan y el nimero de fotones absorbidos. Este

parametro sera representado por la letra griega “®”.

_ - d[RI/dt _ d[P)/dt
MR ™ v AP v
p.A q p.A

(6) (7)
Para calcular un rendimiento cuantico, basta con medir la velocidad de
desaparicion de un reactivo (d[R]/dt) o la velocidad de formacion de un producto

(d[P]/dt), las cuales pueden determinarse, por ejemplo, por HPLC. Ademas, se debe
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determinar el valor de gYp,,, para lo cual es necesario determinar el valor de q%,. 0 qQ®Vp,.,
que se define como el nimero de moles de fotones (Einstein) que alcanzan la celda por
unidad de tiempo y por unidad de volumen (g%, /V). Esto se realizO mediante una
actinometria, la cual se describe en la siguiente seccion. g%y, 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 realizar una actinometria.

Existen dos condiciones de trabajo en las cuales se pueden determinar los

rendimientos cuanticos:

1. Condicién de absorcion total de luz, sabiendo el € de la sustancia a irradiar a la Aexc, se
trabaja en condiciones tales que A = ¢ | C >> 1, conduciendo a que gp,. = g%.. (segun

ecuacion 4). Asi, g¥p,. Se puede reemplazar por q°vp, en las ecuaciones (6) y (7).

2. Condicion en la que no se puede trabajar con absorcion total de luz, por ende, se debe

utilizar q¥p,. para determinar el valor de @.

Al obtener las velocidades se deben cumplir dos condiciones: por un lado, la
absorbancia del reactivo no debe cambiar significativamente en el tiempo de trabajo. Es
decir, que la luz absorbida por unidad de tiempo debe permanecer aproximadamente
constante. Por otra parte, la absorbancia de los productos a la Aexc debe ser despreciable
con respecto a la del reactivo. De esta manera, la luz incidente es absorbida Unicamente

por el reactivo.

Cuando estas condiciones dejan de cumplirse, en general, a medida que avanza la
reaccion, se observa una disminucion en la velocidad de consumo de reactivo. Aunque
esto puede variar dependiendo del mecanismo de reaccion del proceso en estudio. Para
obtener estos rendimientos cuanticos se disefié una geometria en la cual los intervalos
de tiempo en los que se cumplen estas condiciones sean lo suficientemente largos como

para realizar varias medidas de concentracion.
4.5 Actinometria

Para determinar la intensidad de la radiacién incidente en una celda de reaccion
(9%.,.) necesaria para calcular el rendimiento cuantico, se utiliz6 Aberchrome 540

(Aberchromics Ltd.)> como actindmetro quimico. Este compuesto es el anhidrido del

R
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acido (E)a-(2,5-dimetil-3-furiletiliden) (isopropiliden) succinico (DFIS), que al ser
irradiado con una longitud de onda entre 310 y 370 nm adquiere un color rojo intenso
correspondiente al 7,7a-dihidro-2,4,7,7a-pentametilbenzo[b]furano (7,7a-DHBF). Este
producto posee una banda de absorcién entre 430 y 550 nm vy, si es excitado en este
intervalo, la reaccion ocurre en sentido inverso. En la Figura 6.1 se exponen las

estructuras quimicas de las dos especies y sus respectivos espectros de absorcion.
O O

= O  hv(uy) O
/ \
A\N hv (Vis) N\
/ o) O
O
8000 7 DFIS 7,7a-DHBF
F.' 6000 A
S
(]
4000
=
S~
W
2000 A
0 : ;
300 400 500 600
A/nm
Figura 6.1 Estructura quimicay espectros de absorcién en tolueno de los dos isémeros del
Aberchrome 540.

El Aberchrome 540 puede utilizarse en distintos solventes, en este caso se
utilizaron soluciones de tolueno. La A del maximo de absorcién del DFIS no depende de
la naturaleza del solvente (AmaxPF'S = 343 nm; €343°F!1S = 6077 M-1 cm1), por el contrario,
la Amax de absorcién del 7,7a-DHBF varia considerablemente segun el solvente en el que

se encuentra disuelto (AmaxPHBF = 494 nm; €494PHBF = 8200 M-1 cm-1 en tolueno).

En el ultravioleta, la actinometria se realiza preparando una solucién de DFIS,
irradiando a distintos tiempos y siguiendo la absorbancia del 7,7a-DHBF a 494 nm (Amax)
en funcion del tiempo. En cambio, a A mayores (region del espectro correspondiente al
visible), el isbmero que se irradia es el 7,7a-DHBF. La intensidad de radiacion absorbida

or el actinémetro (gVp,) puede calcularse a partir de la siguiente ecuacion:
p
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d[7,7a-DHBF] 1
dt ()

q p’}v =
Ac

®)
donde ®ac es el rendimiento cuantico del actinébmetro, cuyo valor es 0,2 para la
conversion de DFIS a 7,7a-DHBF por radiacion UV y es independiente del solvente

usado.
Segun la Ley de Lambert-Beer:

[7,7a-DHBF] = A4%4/g404 | (9)

Por lo tanto, la ecuacion (8) puede expresarse de la siguiente manera:

v _ dA*%/dt
pA

€494 | q)Ac
(10)
donde €494PHBF = 8200 M1 cm! (en tolueno) y | es el camino éptico de la celda en la cual

se mide la absorbancia (I =1 cm).

Para determinar el g%, en el intervalo de 310 - 370 nm, se irradio el actindmetro
en las mismas celdas utilizadas en los experimentos y a distintos intervalos de tiempo se
midié la absorbancia a 494 nm (A494). Luego se graficd A%94 vs. t, se realizd la regresion
lineal y se obtuvo la pendiente de la recta. Utilizando la ecuacién (10) se calculé gVp,. En
la Figura 6.2 se muestran, a modo de ejemplo, los espectros de absorcion obtenidos al
irradiar el DFIS a 350 nm en una actinometria tipica.

Cuando maés del 99,9% de la luz es absorbida por el actindmetro, se puede
suponer que q'p,. €s aproximadamente igual a q%.,. De lo contrario, debe realizarse el

calculo empleando la ecuacion (4).
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Figura 6.2 a) Evolucion de los espectros de absorciéon de una solucién de Aberchrome 540
irradiada a 350 nm. Intervalo de irradiacion comprendido entre 0y 90 s (cada 155s);1=1
cm. b) Variacién de A4%4 en funcién del tiempo de irradiacion.
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Técnicas analiticas

En el presente trabajo de tesis se utilizaron distintas técnicas de analisis:
espectrofotometria UV-visible, espectrofluorometria, cromatografia liquida de alto
rendimiento (HPLC), espectrometria de masa, resonancia magnética nuclear (RMN),
resonancia paramagnética electréonica (RPE), determinacion colorimétrica de peroxido
de hidrégeno (H20.), medida electroquimica del O disuelto, investigacion de anion
superoxido (027). Estas técnicas se utilizaron para obtener informacion sobre los
mecanismos de reaccion involucrados, como asi también en la identificacion y

caracterizacion de productos de reaccidon y en la cuantificacion de reactivos y productos.

5.1 Espectrofotometria UV-visible

Esta técnica analitica esta basada en la medida directa de la absorcion de
radiacion electromagnética por parte de una muestra, cuantificable a través de la
absorbancia y la correlacion de esta variable con la concentracién de la especie de
interés en dicha muestra. Un espectro de absorcion UV-visible no proporciona una clara
identificacion de un compuesto, pero es muy Util 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 absorcion.

En este trabajo de tesis, los espectros de absorcion UV-visible se obtuvieron con
los siguientes espectrofotémetros: UV-1800 (Shimadzu), Cary 3 (Varian), HP 8453 y HP
8452A (Hewlett Packard). Estos equipos permiten obtener espectros en el intervalo de
longitudes de onda comprendido entre 190 y 900 nm. Los dos primeros equipos
mencionados son espectrofotometros de barrido de doble haz, con alta sensibilidad;
mientras que los equipos HP tienen deteccidn por arreglo de diodos de simple haz. Estos
equipos son menos sensibles y precisos que el primero, pero tienen la ventaja de ser
muy rapidos. Todos poseen programas adecuados para registrar y almacenar los
espectros. Estos programas también promedian sefiales que permiten suavizar los
espectros cuando la relacion sefial/ruido es desfavorable. Los espectros se realizaron

utilizando H>0 como blanco. Para las medidas, se emplearon celdas de cuarzo (Hellma)
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de 0,4 6 1,0 cm de camino Optico, que se eligieron segun la absorbancia de la muestra.

Durante los experimentos se registraron los espectros de absorcién, cuyo analisis
directo permite decidir si existen cambios espectrales o no. Si hay cambios, se puede
afirmar que, segun sea el experimento realizado, efectivamente tiene lugar una reaccion
quimica o fotoquimica. Si no se observan modificaciones en el espectro, es muy probable
que el reactivo sea estable debido a que las pterinas poseen espectros de absorcién muy
sensibles a los cambios quimicos en sus estructuras moleculares.

Con los datos obtenidos por esta técnica se realizaron distintos tipos de gréaficos y
analisis:

e Absorbancia vs. tiempo, para una dada longitud de onda (1), que permite evaluar
aspectos cinéticos del proceso.

e Espectros diferencia experimentales (EDE), donde a cada espectro absoluto
obtenido para cada tiempo de reaccion (E(t=tn)) se le resta el espectro absoluto obtenido
a tiempo “cero” (E(t=0)). Por ejemplo: EDE (t=t1) = E(t=t1) - E(t=0). Esta operacion implica
restar para cada longitud de onda la absorbancia de E(t=0) a la absorbancia de E(t=t1);
por lo tanto, para cada reaccién se obtiene un espectro por cada tiempo distinto de cero
en el que fue analizada la solucién (EDE (t=tn),conn=1, 2, 3, ...). En este andlisis se tuvo
en cuenta la presencia y constancia en el tiempo de puntos isosbésticos, ya que si éstos
se mantienen, se puede inferir que un Unico proceso quimico tiene lugar. Ademas, son
muy Utiles para evaluar el momento en el cual las reacciones secundarias se tornan
importantes. Asi, se determina el tiempo méaximo de reaccion dentro del cual se haran
otros tipos de analisis espectrofotométricos o se aplicaran otras técnicas en los cuales se
desea aislar el primer proceso.

e Espectros diferencia experimentales normalizados (EDEN), que se obtuvieron
dividiendo la absorbancia a cada A por un nimero elegido arbitrariamente segun la
conveniencia de cada caso, generalmente donde se observan cambios espectrales
importantes. Si en una reaccion existe un unico proceso, los EDEN a distintos tiempos
seran iguales dentro del error experimental, mientras que seran diferentes si hay mas de
un proceso. Este criterio también se utiliz6 para determinar durante cuanto tiempo,
podia considerarse la existencia de un Gnico proceso (primario).

e Espectros diferencia tedricos (EDT) y los respectivos espectros normalizados
(EDTN). Se utilizaron principalmente en la identificacion de productos. Para esto,
primero se propone una 0 mas sustancias como posibles productos de una reaccion,

basandose en literatura o trabajos previos. Luego se registran los espectros del reactivo
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y de los supuestos productos. Si la estequiometria propuesta es 1:1 (caso mas comun),
las soluciones preparadas deberian ser de igual concentracién, de lo contrario deben
corregirse los espectros. Posteriormente, se resta el espectro de los productos al
espectro del reactivo obteniéndose el correspondiente EDT. Finalmente, dividiendo EDT

por un determinado valor se obtiene el EDTN.

5.2 Espectrofluorometria

Segun lo expuesto en el Capitulo 3, las pterinas aromaéticas emiten radiacién
cuando son excitadas a ciertas longitudes de onda. En este caso, se registraron espectros
de emision en un rango dado de longitudes de onda (Xem) excitando a una longitud de
onda fija (Aexc). EI maximo de emision se encuentra cercano a 450 nm, aunque se
observa un pequefio corrimiento batocromico de la banda de emision de las formas
alcalinas respecto de las formas acidas. Estos compuestos aunque generan estados
tripletes, poseen emision de fosforescencia despreciable en H>O a temperatura

ambiente.1.2

En este trabajo, se realizaron medidas de emision de fluorescencia en estado
estacionario empleando un espectrofluorometro Perkin-Elmer LS50B. El equipo cuenta
con una lampara de Xendn, un monocromador de excitacion que focaliza el haz sobre la
cubeta, un monocromador de emisién y como detector, un fotomultiplicador R928.
Ademas, el equipo utiliza el programa de adquisicion de datos FL WinLab v. 2.7.0. El
espectro de emision obtenido debe corregirse por lo que se denomina respuesta del
instrumento, dado que la sensibilidad del detector y Ila eficiencia de los
monocromadores varian con la longitud de onda. Esta correccion se realiza dividiendo la
sefial de emisién de la muestra por la respuesta del instrumento. En todos los
experimentos realizados con este equipo, se utilizaron celdas para fluorescencia de
cuarzode 1cmx1cmyde1cmx 0,4 cm. Se utilizaron soluciones acuosas a temperatura
ambiente. La longitud de onda de excitacion utilizada fue la del méximo de absorcion de
la banda de menor energia de cada compuesto, por lo cual fue variando entre 330 y 365

nm.
5.3 Cromatografia Liquida de Alto Rendimiento

High performance liquid chromatography (HPLC), es una técnica que se utiliza

para separar componentes de una mezcla basandose en distintos tipos de interacciones

R
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quimicas o fisicas generadas entre las sustancias analizadas y la columna
cromatogréafica. También puede utilizarse como criterio de pureza, para cuantificar e
identificar compuestos.

En esta técnica, el compuesto atraviesa la columna cromatogréafica (fase
estacionaria) mediante el bombeo del solvente (fase mévil). Como la fase estacionaria
estd compuesta por particulas pequefias densamente empaquetadas, ofrece gran
resistencia al flujo de la fase mavil, por lo cual se requiere una alta presién para que el
solvente fluya a una velocidad adecuada. El tiempo que tarda un compuesto en ser
eluido de la columna se llama tiempo de retencién (tr), el cual depende de la naturaleza
misma del compuesto, de la composicion de la fase estacionaria y de la fase movil. Se
denomina cromatograma a la grafica de la sefial en funcion del tiempo de corrida. Esta
sefial es un valor dado en unidades arbitrarias (u. a.). En el caso de utilizar detector con
arreglo de diodo UV/Vis, la sefial es proporcional a la absorbancia de la solucién a la
longitud de onda seleccionada.

En este trabajo se utilizd esta técnica con dos objetivos fundamentales: para
obtener los perfiles de concentracién de consumo de reactivo y formacion de productos
que tienen lugar a lo largo de una reaccion, y para identificar productos de reaccion.

Para esto se utilizaron:

+ EQUIPOS HPLC: Para estas medidas se emplearon dos equipos diferentes:

Equipo HPLC I: Cromatdgrafo Shimadzu Prominence LC-20A. Este equipo cuenta con un
sistema de deteccion formado por un detector con arreglo de diodo UV/VIS (SPD-M20A,
Shimadzu), el cual permite hacer un monitoreo a todas las A entre 200 y 800 nm. El
equipo posee un programa de adquisicién de datos (LC Solution) que permite registrar y
analizar los espectros de absorcion de cada uno de los productos (Figura 5.1).

Equipo HPLC II: Cromatografo Waters 2695 Separation Module (Alliance) con un sistema
de deteccion de arreglo de diodos (Waters 996 PDA Detector) y un programa de
adquisicion de datos Empower 3 (Chromatography Data System, CDS).

+ COLUMNAS: En general se utilizaron columnas de fase reversa C-18 de diferentes
marcas comerciales: Pinnacle-11 C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 um; Restek), LiChro CART RP
18 (250 mm x 4 mm, 5 um, Merck), XTerra RP18 (250 mm x 4,6 mm, 5 um, Waters) y

Synergi Polar-RP (150 mm x 4,6 mm, 4 um; Phenomenex). Esta Ultima, posee un fenilo
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unido con funcién éter a la fase fija con proteccion hidrofilica disefiada para maximizar

la retencion y la selectividad de los analitos polares y aromaticos.

+ SOLVENTES: Se utilizaron distintas mezclas segun los compuestos a analizar. A
continuacion se expresa la composicion de dichas mezclas como relacion de volimenes
y el pH corresponde a la solucién acuosa antes mezclarse con el solvente orgéanico:

e 95-96% 15 mM TRIS-HCI - 1 mM NaCl y 4 — 5 % metanol, pH = 6,8 a flujo 1
ml/min
e 96-100% 10 mM NHsAcy 0 -4 % metanol, pH = 7,0 a flujo 0,6 ml/min

Figura 5.1 Fotografia del Equipo HPLC I. a) Solventes y desgasificador, b) bomba, c)
controlador, d) autosampler, €) horno y columna, f) detector UV-Vis.

Para la identificacion de los productos se realizaron corridas cromatogréaficas con
soluciones de patrones comerciales. Se compararon los valores de tr y los espectros de

absorcidn con los de los productos obtenidos en los distintos experimentos.

Para la cuantificacién de las sustancias separadas por esta técnica, se realizaron
curvas de calibracion empleando soluciones patrén. Se prepararon las soluciones de
mayor concentracion por pesada y luego se prosiguio de dos maneras diferentes: (i) se
prepararon soluciones de menor concentracién por dilucion con H>O y se inyecto
siempre el mismo volumen en el HPLC, o (ii) se realizaron inyecciones de distintos
volumenes de la misma solucién inicial concentrada. A partir de los cromatogramas se
integré el area de los picos y se construyeron curvas de area en funcion de la
concentracion. A estas se le aplicd una regresion lineal de la cual se obtuvo una

pendiente, cuyo valor seria posteriormente utilizado como factor de conversion En la

Y
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Figura 5.2 se muestran a modo de ejemplo un conjunto de corridas cromatograficas y la
correspondiente curva obtenida. Estas 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 experimentos.

0.0

; R : D 50 100 150
tiempo de retencion,/min [H,Nep]/uM [H, Nep]/pM

Figura 5.2 Ejemplo de curva de calibracion: a) cromatogramas de distintas
concentraciones de HzNep, realizadas con el Equipo HPLC I, columna Synergi Polar-RP,
solvente de corrida (a); b) Gréafico area vs. [H2Nep], Aan = 330 nm.

Debido a su gran similitud estructural, muchos de los 7,8-dihidroderivados
poseen tiempos de retencidn similares a los de sus analogos oxidados, lo cual genera una
gran dificultad para lograr una buena separacion. En algunos casos fue necesario utilizar
un método matematico para obtener los perfiles de concentracion de reactivos y
productos. Primero, se obtienen las curvas de calibracion a dos A distintas en las cuales
se observen diferencias significativas en los espectros de absorcion de ambos
compuestos. Si se considera que un pico del cromatograma corresponde sélo a dos
compuestos, y si se asume aditividad de las areas, la concentracion de ambos puede ser
calculada usando un sistema de dos ecuaciones con dos incognitas, como se muestra a

continuacion:
Area;1 =f ;0ACA+f ,4BCB 1)
Area;o=f ;oA CA+f ;2B CB (@)

donde Area,1 y Area,, son los valores de las areas que resultan de la integracion de los
cromatogramas a las longitudes de onda A1 y A2, CAy CB son las concentraciones de Ay
de B,y fi1A 218, fa2” y 128 son los factores obtenidos de las curvas de calibracion de Ay
B aAly A2. Varias ecuaciones fueron utilizadas para controlar los resultados obtenidos.

Para esto se trabajo a diferentes A, encontrando que los resultados obtenidos son
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consistentes independientemente del par de A seleccionadas.
5.4 Espectrometria de Masa

Esta técnica se utiliza para determinar con gran precision la masa de ciertos
compuestos y por consiguiente, ayudar a su identificacion. El espectrémetro de masas
genera la ionizacion de moléculas que luego, mediante un campo eléctrico y/o
magnético, se separan en funcion de su relacion masa/carga (m/z). Cuando este haz de
iones formado alcanza el detector produce un patron especifico, que permite
caracterizar el compuesto bajo analisis.

La camara o fuente de ionizacion 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. En este caso, los dos equipos utilizados
poseen ionizacién por electrospray (ESI), donde a partir de una solucion de analito, se
genera una nube formada por muy pequefias gotas cargadas eléctricamente. Estas gotas,
al ser sometidas a un campo eléctrico, disminuyen su tamafio y pasan a la fase gaseosa
cuando las fuerzas coulémbicas de repulsién entre los iones con mdultiple carga
generados en su interior vencen la tensidn superficial (evaporacion idnica).

Luego, los iones pasan al analizador de masas, donde su trayectoria o velocidad
son afectadas mediante un campo eléctrico o magnético (Figura 5.3). 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 m/z, circulen con una trayectoria
rectilinea y lleguen al detector. El centro de esta banda puede variarse ajustando los
potenciales de corriente. Otro analizador utilizado es el TOF (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.

Finalmente, el detector registra la carga inducida o la corriente producida cuando
un ion pasa cerca o golpea una superficie. Generalmente, se utiliza un cierto tipo de
multiplicador de electrones (electromultiplicador), cuyo funcionamiento se basa en el

efecto cascada producido al impactar un determinado ion (o iones) en el mismo.

R
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Figura 5.3 Esquema de un espectrémetro de masa Q TRAP Applied Biosystems (tomado
de AB Sciex).

En este trabajo se utilizaron dos espectrometros de masa, ambos acoplados a
HPLC:
Equipo MS I: Q TRAP Applied Biosystems (AB Sciex Instruments 027130) acoplado a un
HPLC Agilent 1100 con columna XTerra RP18, previamente descripta y solvente de
corrida (b). La fuente de ionizacion es por electrospray ESI (Turbo lon Spray (TIS))
operada en modo positivo y negativo. Se utilizé nitr6geno como gas nebulizador y la
temperatura del capilar de espray fue de 450° C. El potencial declaustering (DP) fue de
60 V. El rango de masas analizado fue de 150 a 500 umas con una resolucién de 0,1 uma.
Cuando fue posible, se realiz6 la identificacion de compuestos comparando con los
espectros de masa y tiempos de retencién de patrones. Previamente a la inyeccion de la
muestra, ésta se filtr6 empleando filtros de nylon (0,22 um). Se utiliz6 el programa de

adquisicion de datos de analisis Analyst 1.4.2. (Figura 5.4)

Figura 5.4 Fotografia del Equipo M . a) Solventes y desgasificador, b) bomba, c)
autosampler, d) hornoy columna, €) espectrometro de masa.

Equipo MS 1I: Q TOF Ultima APl (Waters) acoplado al Equipo HPLC-2 (Waters) con la
columna XTerra RP18 y solvente de corrida (b). Posee un electrospray ESI, utilizado en
modo positivo (ESI¥). Los voltajes del capilar, cono y lentes RF fueron de 3,5 kV,35Vy

40 V, respectivamente. La temperatura de la fuente fue de 120 °C y la de desolvatacién
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fue de 150 °C. La energia del gas de colisién (Ar) se fijé en 10 eV en el modo TOF MS. Se
utiliz6 N2 como gas nebulizador. Se adquirieron los datos con el programa Masslynx 4.1
(Waters).

5.5 Resonancia Magnética Nuclear

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) se utiliza
principalmente para identificar y analizar compuestos organicos. Esta técnica solo sirve
para estudiar nucleos atébmicos con un nimero impar de protones o neutrones (o de
ambos), como por ejemplo de 1H, 13C, 19F y 31P, Estos nucleos poseen un espin y son
activos magnéticamente, por lo cual poseen un movimiento de rotacion sobre su eje,
comportandose como pequefios imanes. En ausencia de campo magnético estos espines
se orientan al azar, pero al aplicar un campo, los nucleos con espines positivos se
orientan en direccion del campo (con minima energia, espin o), mientras que los nacleos
con espin negativo se orientan en direccion opuesta a la del campo magnético (en estado
de mayor energia, espin ). La diferencia AE entre estos dos estados de energia depende
de la fuerza del campo magnético aplicado (Ho): a mayor campo, mayor diferencia de
energia entre los dos estados.

Cuando una muestra es irradiada con radiacion electromagnética de
radiofrecuencia apropiada, es decir la energia aplicada es exactamente igual a la energia
existente entre los dos estados de energia, los nicleos absorben la radiacion y pasan del
estado de menor al de mayor energia. Asi, los nlcleos estan en resonancia con el campo
aplicado. Luego, debe restablecerse la condicion de equilibrio entre los niveles de
energia, es decir debe producirse la relajacion. Este fendmeno es detectado por el equipo
(Figura 5.5) y las sefiales son registradas en un gréafico de frecuencias vs. intensidad,
Ilamado transformada de Fourier (FT-RMN).

Los nucleos se encuentran rodeados de electrones que se mueven generando un
campo magneético inducido que se opone al campo magnético externo. De esta manera, el
campo magnético que realmente llega al ndcleo es mas débil que el campo externo
aplicado y, por lo tanto, se dice que el nlcleo esta protegido o apantallado. Esto hace que
los protones con entornos electrénicos diferentes, se encuentran desigualmente
protegidos o apantallados, resuenen a distintas frecuencias, y por lo tanto, tengan
distintos desplazamientos quimicos (con unidades de & ¢ partes por millon (ppm)).
Como resultado se obtiene un espectro de diversas frecuencias donde cada conjunto de

nucleos especificos genera una sefial de RMN, segun el distinto apantallamiento de los

R
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nucleos.
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Figura 5.5 Esquema de un equipo de resonancia magnética nuclear.

Es dificil medir con exactitud el campo magnético al que un protén absorbe y
distinguir protones individuales, ya que las absorciones varian muy poco. Por lo tanto, se
utiliza un compuesto de referencia y se determina la diferencia de intensidades de
campo magnético necesario para la resonancia de los protones de la muestra y de la
referencia. Para esto se utiliza tetrametilsilano (TMS, (CHs)4Si), donde al ser el silicio
menos electronegativo que el carbono, los metilos del TMS estan fuertemente
apantallados. De esta manera, estos protones resuenan a mayores campos que el resto
de los protones unidos a carbono u otro elemento y asi las sefiales de RMN aparecen a
campos mas bajos. Generalmente se utiliza la escala § (delta) para el desplazamiento
quimico, en la que la absorcion del TMS se define como 0.00 8. La mayoria de los
protones absorben a menores campos y la escala 6 aumenta hacia campos menores. Las
sefiales de H varianentre Oy 12 8.

En este trabajo se realizaron sélo experimentos de RMN proténico (*H-RMN).
Para esto se utilizé agua deuterada (D20) como solvente. Es necesario aclarar, que el DO
siempre posee una pequefia cantidad de H20, la cual puede incrementarse cuando la
solucién esta en contacto con la humedad del ambiente. Se disolvié el compuesto a

estudiar (Seccion 4.2.3) y se ajusto el pH de la misma segun lo deseado (es decir, = 7,0
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para compuestos dihidroderivados y = 10,5 para las pterinas oxidadas). Luego se
colocaron 0,7 ml de la solucién en un tubo de RMN de 5 mm de diametro y se tomaron
los respectivos espectros de 1H-RMN. Cabe destacar que al utilizar DO como solvente,
solo se detectan los protones no intercambiables con D (deuterio), es decir los unidos a
C (no asi, los unidos a N u 0). Para estudiar la fotoquimica de los compuestos, algunos
tubos fueron irradiados con luz UV-A. Cuando fue necesario, se eliminé el O, de la
solucién burbujeando los tubos con N2 (Seccion 4.2.4).

Se utilizé un espectrémetro Bruker AM-500. El nimero de acumulaciones vario
entre 8 y 64 en funcién de la concentracion de la muestra. Los experimentos se
realizaron a un campo magnético de 11.743 T, es decir, a una frecuencia de 500 MHz
para el protén, y a una temperatura de 300 K. Se utilizo el pico correspondiente al H20

para calibrar los espectros (6 = 4,79).
5.6 Resonancia Paramagnética Electronica

La técnica de resonancia paramagnética electronica (RPE) se utiliza
generalmente para investigar sistemas moleculares que involucren fragmentos con
electrones desapareados. La técnica se basa en los mismos principios que la resonancia
magnética nuclear, analizando la interaccién entre radiacion electromagnética y
momentos magnéticos, pero en el caso de RPE, el momento magnético proviene del
electrén y no del nacleo (Figura 5.6).

Controlador automatico de
frecuencia (AFC)

Amplificador y
detector sensible

stron Registrador y
Ky adquisitor
digital de datos
Fuente de potencia Modulacién Generador de
del iméan de campo barrido del
magnético campo magnético
Cavidad

Electroman

Figura 5.6 Esquema de un espectrémetro basico de RPE3.4

Se utilizé un espectrometro Elexys E500 BRUKER. Los parametros se ajustaron

 —



.. 64 Capitulo 5

utilizando soluciones estandar. La potencia de microondas fue de 20 mW; la amplitud de
modulacion de campo de 0,1 mT; la frecuencia de modulacion de campo de 100 kHz y la
frecuencia de microondas de 9,77 GHz. Las irradiaciones se realizaron dentro de la
cavidad resonante del espectrometro utilizando una lampara de mercurio Oriel
(Palaiseau, France). La luz fue remitida mediante fibra éptica, directo a la cavidad. En
este caso la irradiacion fue de luz policromatica.

En este trabajo de tesis, la técnica se utilizd con el objetivo de investigar la
generacion de O2°". Para esto, se utiliz6 la nitrona 5,5-dimetil-1-pirrolin-N-6xido
(DMPO)? que acttia como secuestrador (spin trapping). Es decir, DMPO se une a radicales
transientes formando aductos radicales mas estables (de mayor vida media) y que
generan sefiales caracteristicas, los cuales pueden ser detectados por RPE con mayor
facilidad.6 7 (Figura 5.7)

a) b) h
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& M3 H CHy & | |
N - + 0, —— 3 2
N"  CH3 HOO" "N” "CH3 &
g | g
0 o}
DMPO DMPO™-O0H
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Figura 5.7 a) Reaccion quimica entre el DMPO y O»"". b) Sefial de RPE correspondiente al
aducto DMPO*-OO0H.

Las muestras consistieron en soluciones acuosas conteniendo (volumen final de
500 pl) 100 pM de pterina oxidada y 50 mM DMPO en buffer Tris-HClI 1 mM y NaCl 0,5
mM (pH = 7,2). Las muestras fueron transferidas a celdas planas de cuarzo de 0,2 cm de
camino o6ptico y fueron irradiadas a temperatura ambiente. Los espectros fueron
tomados a distintos tiempos desde el comienzo de la irradiacion y hasta llegar a un
plateau en la intensidad de la sefial. Para confirmar la formacion de O, se realizaron
experimentos similares en presencia de SOD (22 U/ml)3 ° la cual elimina el O
catalizando su conversion a H202 y O.. Ademas, se realizaron experimentos control en

presencia de SOD desnaturalizada por calor por 30 min a 90 °C.10
5.7 Deteccion de peroéxido de hidrogeno

Para estudiar la formacién de esta especie reactiva, se utilizé un kit comercial

“COLESTAT enzimatico” provisto por laboratorios Wiener (Argentina). Este kit se
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emplea para determinar colesterol en sangre y se basa en las siguientes reacciones:

éster de colesterol + H,0 M colesterol + ROOH
colesterol + O, CHOR  ¢olest-4-en-3-ona + H,O,

4-AF + fenol + 2 H,0, _POD_ 4-(p-benzoquinona monoimino)-fenazona + 4 H,0O
donde Lipasa es, en particular lipasa fungal, CHOD representa la enzima colesterol

oxidasa, mientras que POD la peroxidasa. Entonces, el colesterol se libera de sus ésteres
y luego se oxida para dar una cetona y H20.. Finalmente, el H20> se hace reaccionar con
4-aminofenazona y fenol para dar una quinona coloreada que puede cuantificarse por
espectrofotometria.

Esta Ultima reaccion es la que se emplea para medir H202 en soluciéon. Por ende,
se modifico el método de determinacion de colesterol para cuantificar H.O», agregando
el reactivo comercial a la muestra que contiene H20. y la cantidad de quinona coloreada
obtenida se la compara con la de una curva de calibracién llevada a cabo con solucién
patron de H.0». Las otras dos enzimas no interfieren dado que son especificas para los
sustratos indicados previamente. Igualmente, se realizaron controles para descartar
interferencias, por ejemplo aplicando el método a soluciones no irradiadas de pterinas

para descartar la existencia de reacciones inespecificas.

El reactivo de trabajo se prepara colocando en una probeta 50 partes de agua
destilada, 5 partes de reactivo 4-aminofenazona (4-AF) y 5 partes de reactivo fenol y se
lleva a 100 partes con agua destilada. Luego se agregan 2 partes de las enzimas
previamente homogeneizadas. Se mezcla por inversion, sin agitar. Se pueden preparar
distintas cantidades respetando las proporciones establecidas, ademéas de respetar el
orden de agregado de los reactivos y asegurar una perfecta homogeneizacion de los
mismos, a fin de evitar que el reactivo fenol deteriore las enzimas, provocando una
alteracion en la calidad del reactivo de trabajo. Las cantidades y concentraciones de los
componentes son las siguientes: 1,25 mM 4-aminofenazona, 2,75 mM fenol, lipasa >
6000 U/I, CHOD > 60 U/I, POD > 400, pH 7,4 + 0,1. Este reactivo, puede almacenarse en
frasco de vidrio color caramelo y conservar en refrigerador por aproximadamente 1 mes
a partir del momento de su preparacion. Los reactivos provistos son estables en

refrigerador (2 - 10 °C) hasta la fecha de vencimiento indicada por el fabricante.

Para la mezcla de reaccién, se manipularon distintos volimenes segun la cantidad

de H202 sospechada en la muestra. Normalmente se utilizaron 0,2 ml de muestray 0,9

R
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ml de reactivo; mientras que para concentraciones bajas de H>02 se emplearon 0,5 ml de
muestra y 0,6 ml de reactivo. Luego de adicionar la muestra al reactivo, se deja a
temperatura ambiente (25° C) por 30 minutosy se leen las absorbancias a 505 nm (A505),
Estos valores, como también los obtenidos para las soluciones de H>O, preparadas para
realizar la curva de calibracidn, fueron corregidos por el valor de absorbancia a la misma
longitud de onda del blanco de reaccion, el cual se prepar6 mezclando el reactivo
colorimétrico de trabajo con la solucion de pterina antes del inicio de la reaccién a
estudiar (en idénticas proporciones a las usadas para la determinacién de H2O a los

distintos tiempos de reaccion).

Para crear la curva de calibracion, se prepararon soluciones acuosas de H>O> de
distinta concentracion. Primero, se hicieron diluciones de la solucion concentrada (H202
30 %, ~ 10 M) hasta obtener una solucion cuya absorbancia a 254 nm esté comprendida
entre 0,3 - 1, donde el error en la medida de la absorbancia es muy pequefio. Luego, se
tomaron los espectros y registraron los valores de absorbancia a 254 nm con los cuales
se calcularon las concentraciones empleando la ecuacién de Lambert-Beer (g254nm = 18,4
M-1 cm-1). Para preparar soluciones de menor concentracion se realizaron distintas
diluciones (1/100, 1/1000, etc.) de las soluciones anteriores. Estas soluciones se
trataron de igual forma que las muestras previamente descriptas. Se realizaron 2 curvas,
una para 0,2 ml y otra para 0,6 ml de volumen de muestra. Se midié la As% (Figura 5.8.a),
se grafico la absorbancia medida como una funcion de la concentracion de H202 (uM) y
se obtuvo una correlacion lineal entre ambos parametros en el intervalo de trabajo
(valores de absorbancia hasta 0,7). De la curva de calibracion (AA35 vs. [H20.]) (Figura
5.8.b) se obtuvo el valor de la pendiente (F), el cual se utiliz6 para transformar los

valores de A5% de las muestras estudiadas en valores de concentracion molar de H20-.
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Figura 5.8 a) Espectros de absorcion del complejo coloreado correspondiente a
soluciones de H»0; crecientes (0, 106, 212, 423, 635 uM). b) Curva de calibracion (AA505
vs. [H202]).

5.8 Medida electroquimica de oxigeno

Para estudiar si el O2 participa en las reacciones fotoquimicas estudiadas, se
realizaron determinaciones electroquimicas de concentracion del O, disuelto en las
soluciones irradiadas. Para esto, se utilizé un electrodo sensible a O2 (Orion, modelo 37-
08-99). La solucion a irradiar se coloca en una celda de vidrio pyrex que contiene 120 ml
de solucion y se cierra hidraulicamente al colocar el electrodo. Este dispositivo permite
irradiar la solucién y cuantificar el O, disuelto en la soluciéon al mismo tiempo. El
electrodo posee en su extremo un buzo magnético, para homogeneizar la solucién y se
puede colocar otro buzo en el fondo de la celda. Por debajo se coloca un agitador
magnético, para que las soluciones sean agitadas durante todo el experimento. Ademas,
la membrana del electrodo estad protegida de la luz UV durante la irradiacién por un
dispositivo pléastico (Figura 5.9.a).

Antes de empezar la irradiacion se realiza la medida de la concentracion de O>
disuelto en la solucién. Cabe destacar que, en todos los experimentos, se emplearon
soluciones iniciales saturadas en aire. Finalmente, se inicia el experimento de fotdlisis
estacionaria y, sin apagar la lampara, se efecttan las medidas a distintos tiempos de
irradiacién. Estos experimentos no pueden compararse cuantitativamente con las demas
fotdlisis realizadas en celdas de cuarzo, debido a que las condiciones y la geometria son
diferentes.

La solubilidad del Oz en agua tiene una gran dependencia con la temperatura. Por

lo tanto, para descartar que la disminucion de la concentracién de O, sea debido al

i
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aumento en la temperatura por calentamiento provocado por la lampara, se realizaron
experimentos control irradiando H2O. El resultado se muestra en la Figura 5.9.b, donde
se observa un leve descenso de la sefal al principio y luego la misma se mantiene. Esta

disminucion es despreciable frente a los resultados obtenidos en las distintas fotdlisis.

350
b)
300
\
250
200
150 T T T .
0 20 40 60 80

tiempo/min
Figura 5.9 a) Fotografia del equipamiento utilizado para la medida electroquimica de O,
b) Medida de la concentracién de O, en H-0 vs. tiempo de irradiacion. Las condiciones y
geometria fueron las mismas que en las fotdlisis realizadas.

5.9 Deteccion de anion superoxido por Citocromo ¢

Para investigar la formacién del O>*" a partir de ciertas reacciones fotoquimicas,
se utiliz6 el método de reduccién del Citocromo ¢ (Cyt) inhibible por Superéxido
Dismutasa (SOD).11 Durante este procedimiento, el Cyt captura un electron del 0>~y se
reduce de ferricitocromo c (Fe*3) a ferrocitocromo ¢ (Fe*2), modificandose el espectro de
absorcidn, en el cual aumenta la absorbancia a 550 nm (A559) tal como se observa en la
Figura 5.10.a. A partir de estos espectros se obtiene un espectro diferencia tipico que se
encuentra publicado en literatura (Figura 5.10.b).12 En aquellos sistemas en los cuales se
observa reduccion del Cyt, se repite el ensayo en exactamente las mismas condiciones
experimentales pero agregando SOD. Esta enzima es capaz de dismutar el O2*- en H202 y
02, eliminando el radical que reduce al Cyt, e inhibiendo asi la reaccion.!3 Por lo tanto, se
confirma la existencia de Oz solo si se observa la inhibicion o disminucién de la
reduccion del Cyt.

De este modo, el ensayo es muy Util para determinar reacciones de transferencia
de electrones generadas a partir de Oz~ (en soluciones aireadas).1* 15 Sin embargo,
también se puede observar la reduccion del Cyt en condiciones anaerdbicas, donde la

transferencia de electrones es directamente a partir del sensibilizador, y no se aprecia
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inhibicion cuando se agrega SOD. Esto fue observado en el caso de benzo[a]pireno,1®

antraceno,l’ entre otros.

O, + —— 0, + Cyt[Fe(Il)]
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Figura 5.10 a) Espectros de absorcién de Cyt ¢ oxidado (linea verde) y reducido (linea
roja), b) Espectro diferencia tipico entre las formas reducida y oxidada del Cyt.

Los experimentos se realizaron irradiando soluciones aireadas de las pterinas
oxidadas (75 uM) en presencia de 14 uM de Cyt, a pH &cido y alcalino. Se registraron los
espectros de absorcion a distintos intervalos de tiempo y luego se grafico la AS50 en
funcion del tiempo de irradiacion. Para confirmar que el O2*- era el responsable de la
reduccién del Cyt se agregé SOD (200 U/ml). Ademas, se llevaron a cabo experimentos
en condiciones de anaerobiosis para detectar si el Cyt era reducido directamente por el

sensibilizador, como se explicé anteriormente.
5.10 Referencias

1. C. Chahidi, M. Aubailly, A. Momzikoff, M. Bazin and R. Santus, Photophysical and photosensitizing
propierties of 2-amino-4 pteridinone: a natural pigment, Photochemistry and Photobiology, 1981, 33,
641-649.

2. K. V.Neverov, E. A. Mironov, T. A. Lyudnikova, A. A. Krasnovskij and M. S. Kritskij, Phosphorescence
analysis of triplet state of pterins in connection with their photoreceptor function in biochemical
systems, Biokhimiya, 1996, 61, 1627-1636.

3. J A Weil, J. R Bolton and J. E. Wertz, Electron Paramagnetic Resonance. Elementary Theory and
Practical Applications, John Wiley & Sons, New York 1994,

4, A Rizzi, Estudio de Interacciones Magnéticas y Estructura Electrénica en Complejos de Metales de
Transicion con Moléculas de Interés Biologico, Universidad Nacional del Litoral, Santa Fe, 2003.---

5. E.G.Janzen, Spin trapping, Accounts of Chemical Research, 1971, 4, 31-40.

6. F. A Villamena and J. L. Zweier, Detection of Reactive Oxygen and Nitrogen Species EPR Spin
Trapping, Antioxidants and Redox Signaling, 2004, 6, 619-629.

7. F. A Villamena, Superoxide radical anion adduct of 5,5-dimethyl-1-pyrroline N-Oxide. 5.
thermodynamics and kinetics of unimolecular decomposition, Journal of Physical Chemistry A, 2009,
113, 6398-6403.

8. I.Fridovich, Superoxide radicals, superoxide dismutases and the aerobic lifestyle, Photochemistry and
Photobiology, 1978, 28, 733-741.

———



A Capitulo 5

9.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

E. Finkelstein, G. M. Rosen and E. J. Rauckman, Spin trapping. Kinetics of the reaction of superoxide
and hydroxyl radicals with nitrones, Journal of American Chemistry Society, 1980, 102, 4994-4999.

C. Hadjur, G. Wagniéres, F. Ihringer, P. Monnier and H. Van Den Bergh, Production of the free radicals
Oz and *OH by irradiation of the photosensitizer zinc (I1) phthalocyanine, Journal of Photochemistry
and Photobiology B: Biology, 1997, 38, 196-202.

D. E. Moore and J. Wang, Electron-transfer mechanisms in photosensitization by the anti-
inflammatory drug benzydamine, J. Photochem. Photobiol. B, 1998, 43, 175-180.

R. Kuciel and A. Mazurkiewicz, Formation and detoxification of reactive oxygen species, Biochemistry
and Molecular Biology Education, 2004, 32, 183-186.

J. M. McCord and I. Fridovich, The Utility of Superoxide Dismutase in Studying Free Radical Reactions.
I. Radiclas generated by the interaction of sulfite, dimethyl sulfoxide, and oxygen, J. Biol. Chem., 1969,
244,6056-6063.

S. D. Picker and I. Fridovich, On the mechanism of production of superoxide radical by reaction
mixtures containing NADH, phenazine methosulfate, and nitroblue tetrazolium, Archives of
Biochemistry and Biophysics, 1984, 228, 155-158.

T. W. Kirby and I. Fridovich, A picomolar spectrophotometric assay for superoxide dismutase,
Analytical Biochemistry, 1982, 127, 435-440.

J. Kagan, M. Bazin and R. Santus, Photosensitization with [alpha]-terthienyl: The formation of
superoxide ion in aqueous media, Journal of Photochemistry and Photobiology B: Biology, 1989, 3,
165-174.

R. W. Tuveson, G.-R. Wang, T. P. Wang and J. Kagan, Light-dependent Cytotoxic Reactions of
Anthracene, Photochemistry and Photobiology, 1990, 52, 993-1002.



PARTE 11

RESULTADOS






Capitulo 6

Fotoquimica de biopterinay neopterina

En este capitulo se presentaran los resultados del estudio de la fotoquimica de las
pterinas oxidadas biopterina (Bip) y neopterina (Nep). Ambas exhiben un
comportamiento muy similar, motivo por el cual se discutiran de manera conjunta. En
particular, se obtuvieron los rendimientos cuénticos de consumo de reactivo, se
identificaron y caracterizaron los productos de reaccién, se estudié la produccién de
especies reactivas de oxigeno (EROs) y se analizaron los mecanismos de reaccion, en

distintas condiciones experimentales.

Se trabajo en dos condiciones de pH: medio &cido (pH = 5,5) y medio alcalino (pH
= 10,5), para contar con una especie predominante segun el equilibrio acido-base, tal
como se explico en el Capitulo 2. Ademas, se evalué el comportamiento de Bip y Nep en
distintas atmdsferas (soluciones aireadas, saturadas en oxigeno o saturadas en argén)

con el objeto de investigar la participacion del oxigeno en las vias de fotooxidacion.
6.1 Fotdlisis en presencia de oxigeno

Soluciones acuosas de Bip y Nep (100 - 160 puM, pH = 55 y 10,5) fueron
irradiadas con el Sistema de irradiacion | (Seccién 4.3) durante distintos intervalos de
tiempo (tiempo de irradiacion, ti). Como se observa en la Figura 6.1, se produjeron
cambios caracteristicos en los espectros de absorcion, los cuales fueron muy similares
para ambas pterinas. Esencialmente, la banda de mayor energia disminuye su
intensidad, mientras que la de menor energia aumenta. Ademas, para ambas pterinas se
detecta la presencia de los mismos puntos isosbésticos (a 285 nm en medio acido y a
265 nm medio alcalino) que se mantienen invariables por méas de 5 min de irradiacion,
sugiriendo la existencia de un Unico proceso fotoquimico. Esto se aprecia mejor al
observar los espectros diferencias experimentales (EDE) (insets en la Figura 6.1). Es
importante destacar que no se observaron cambios en los espectros cuando las
soluciones irradiadas se almacenaron en la oscuridad por varias horas. Es decir, que los

fotoproductos, en principio, son estables en ausencia de irradiacion.
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Figura 6.1 Evolucién de los espectros de absorcion en funcién del tiempo de irradiacion
en soluciones aireadas. a) [Bip]o = 150 uM, pH =5,5, ti =0, 30, 60, 90, 120, 180 s; b) [Bip]o
=118 uM, pH = 10,6, ti = 0, 30, 60, 90, 120, 150 s; c) [Nep] o = 150 uM, pH = 5,3, ti = 0, 30,
60, 90, 120, 180 s; d) [Nep] o = 148 uM, pH = 10,6, ti = 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120 s. Camino
Optico = 1 cm. Sistema de irradiacion I. Insets: EDE.

Como se detallé en el Capitulo 3, trabajos previos demostraron que cuando Bip o
Nep son irradiadas en presencia de O, generan, como producto estable, 6-formilpterina
(Fop).14 Teniendo en cuenta esta reaccion fotoquimica, se compard el espectro
diferencia experimental normalizado (EDEN) obtenido a partir de la diferencia entre el
espectro de absorcion de una solucion de Bip irradiado un ti determinado y el espectro
sin irradiar, con el espectro diferencia tedrico normalizado (EDTN) obtenido restando el
espectro patron de Bip al espectro patron de Fop, ambos registrados en las mismas
condiciones de pH. De la misma manera, se compararon los espectros EDEN de las
fotdlisis de Nep con los correspondientes espectros EDTN obtenidos a partir de
soluciones patron de Fop y Nep. Los detalles del procedimiento empleado para obtener

los espectros EDEN y EDTN se explicaron en el Capitulo 5. En la Figura 6.2, se observa
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claramente que los EDEN se aproximan a los correspondientes EDTN, sugiriendo que, en
ambas condiciones de pH y para las dos pterinas oxidadas estudiadas, el principal

producto de fotolisis es Fop.
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Figura 6.2 Comparacién de espectros EDEN de soluciones irradiadas en aire con espectros
EDTN correspondientes a reacciones en los cuales Fop es el producto de fotdlisis. a) Bip,
pH =5,4; b) Bip, pH =10,5; c) Nep, pH =5,5; d) Nep, pH = 10,6.

Las soluciones irradiadas fueron luego analizadas por HPLC. En la Figura 6.3 se
muestran los cromatogramas (longitud de onda de analisis, Aan = 340 nm)
correspondientes a una solucién de Bip (118 uM, pH = 10,6) irradiada distintos
intervalos de tiempo. El pico principal en la solucién no irradiada corresponde al
reactivo (tiempo de retencion, tr = 4,7 min), el cual va disminuyendo su area a medida
que aumenta el tiempo de irradiacién. A su vez, aparece, en primera instancia, un pico
ancho con tr = 7,2 min y luego, otro de menor &rea con tr = 2,1 min. Este tltimo producto
se genera recién después de que se acumula el primer producto. Comparando los
tiempos de retencién y los espectros de absorcion, (registrados con el detector del
HPLC) con el de los compuestos patrones, se concluy6 que los productos formados son
Fop y 6-carboxipterina (Cap). Resultados similares fueron obtenidos al irradiar

soluciones de Nep en ambas condiciones de pH.
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Figura 6.3 Cromatogramas (Aan = 340 nm) obtenidos durante la irradiacion de una
solucion de Bip en aire ([Bip]o = 118 uM, pH = 10,6). Espectros de absorcion del reactivo
(Bip) y los fotoproductos (Fop y Cap) obtenidos con el detector del HPLC. Sistema de
irradiacion 'y Equipo HPLC 1.

Con los valores de las areas obtenidas a partir de los cromatogramas y las
correspondientes curvas de calibracion (Capitulo 5) se realizaron los perfiles de
concentracion de reactivos y productos en funcion del tiempo de irradiacién (Figura
6.4). Se puede observar que el consumo de los reactivos y la formacion del producto
principal siguen una ley de velocidad de orden cero, al menos durante los primeros 3
min de irradiacion. Esto es importante para determinar el rendimiento cuantico, como
se detalla en la Seccidén 4.4. Ademas, se aprecia que en todos los casos, la suma de las
concentraciones del reactivo y los productos, a cada tiempo de irradiacion, permanecen
constantes durante todo el experimento, indicando que Fop y Cap son los principales

fotoproductos.

De acuerdo a los antecedentes en literatura expuestos en el Capitulo 3, Cap es el
producto de la oxidacién fotoquimica de Fop.> Por lo tanto, a tiempos largos de fotolisis
de Bip o Nep, cuando se acumula Fop, este compuesto también comienza a consumirse,
generando Cap como producto final. Esto se aprecia mas claramente en la Figura 6.5.a,
donde se exponen como ejemplo, los perfiles de concentracion de una solucion de Bip en

una ventana de tiempo mas prolongado (10 min) a las expuestas anteriormente.
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Figura 6.4 Perfiles de concentracion de reactivos y productos para soluciones irradiadas
en presencia de O.. a) [Bip]o = 150 uM, pH = 5,5; b) [Bip]o = 155 puM, pH = 10,4; ¢) [Nep]o =
145 pM, pH = 5,6; d) [Nep]o = 150 puM, pH = 10,5. Suma, corresponde a la suma de
concentraciones de reactivo (Bip o Nep), Fop y Cap, a cada tiempo de irradiacion. Sistema
de irradiaciéon | y Equipo HPLC .

Asimismo se evalud la produccion de H2O. (Seccién 5.7) en las soluciones
irradiadas de Bip y Nep. Como se observa en la Figura 6.4, la concentracion de H20. se
incrementa a medida que avanza el tiempo de irradiacion. Se observa que, a tiempos de
irradiacién relativamente cortos, la concentracién de H202 encontrada fue similar a la
concentracion de Fop producida. Sin embargo, a tiempos mas largos, H202 formado fue
mayor que la concentracién de Fop e, incluso, mayor que la concentracion de reactivo
consumido. Esto se debe a la fotooxidacion de Fop para dar Cap y H>0,6 comentada
previamente. Es decir que, a un tiempo determinado, [H202] = [Fop]+2[Cap]. Esto se

aprecia claramente en la Figura 6.5.b.
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Figura 6.5 a) Perfiles de concentracion de reactivo y productos para soluciones irradiadas
en presencia de O,. [Bip]o = 153 uM, pH = 5,6. Suma, corresponde a la suma de
concentraciones de Bip, Fop y Cap, a cada tiempo de irradiacion. b) Evolucion de la
concentracién de H>0, en el mismo sistema de reaccion que a). Sistema de irradiacion | y
Equipo HPLC I.

Para continuar con el estudio, se analizé la evolucién de la concentracion de Oz
durante la irradiacién de una solucién de Bip o Nep, monitoreada con un electrodo de O>
en celda cerrada. Estos experimentos fueron realizados con una geometria diferente a la
de los experimentos descriptos hasta el momento, explicada en la Seccién 5.8. Como se
aprecia en la Figura 6.6, en ambas condiciones de pH y para las dos pterinas estudiadas,
se observo una disminucion significativa de la concentracion de O, con el tiempo de
irradiacién. Asimismo, se realiz6 un control en H>O y el consumo de dicho gas es

despreciable frente a lo observado en las soluciones de Bip y Nep.
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Figura 6.6 Evolucion de la concentracion de O, disuelto con el tiempo de irradiacion. a)
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[Bip]o = 153 uM; b) [Nep]o = 150 puM. Sistema de irradiacion I.
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En los experimentos de determinaciéon de O2 consumido, al finalizar la irradiacion
de cada solucion las muestras se analizaron por HPLC y se determinaron las
concentraciones finales de reactivos y productos. Con estos datos se realizd un balance
de masa que se muestra en la Tabla 6.1. Se observa que la concentracion de O
consumida es igual, dentro del error experimental, a la suma de la concentracién de Fop
generada mas dos veces la concentracion de Cap. Por lo tanto, esto sugiere que por cada
molécula del reactivo fotooxidado se consume una molécula de O, y que en la

fotooxidacion secundaria también se consume O con una estequiometria 1:1.

ti A[Pt] [Fop] [Cap] [Fop]+2[Cap] A[O2]

(min) (nM) (nM) (nM) (nM) (nM)

Bip 18 100 57 33 123 124
pHS5S 27 134 58 62 182 188
Bip 10 125 107 10 127 133
pH 10 22 147 110 25 160 175
Nep 15 84 52 28 108 114
pHS5S 28 117 51 59 169 176
Nep 9 98 77 6 89 111
pH 10 20 131 99 15 129 172

Tabla 6.1 Comparacion de consumo de reactivos y formacion de productos. Para cada
reactivo se muestran dos experimentos distintos.

Teniendo en cuenta los productos detectados, los perfiles de concentracion y los

balances de masa, se puede plantear la secuencia de reacciones que se detalla en el

Esquema 6.1.
0 on 92 H02 o ﬁ 0, H0; 0 ﬁ
N R U N \ t N
HN X N
NH, "N° N NH; “N” °N NH; "N~ °N
Ri-CHgo Bip
-CH,OH....Nep Fop Cap

Esquema 6.1 Fotooxidacion de Bip y Nep.

Por otro lado, se realizaron experimentos analogos a los ya descriptos, pero en
soluciones saturadas en Oz (Seccidn 4.2.4). Las reacciones observadas fueron similares a
las obtenidas en soluciones equilibradas en aire, donde Fop es el producto principal, Cap
se forma en la reacciébn secundaria a partir de Fop, y H20, se forma
estequiométricamente en las dos fotooxidaciones. Sin embargo, para cada reactivo (Bip
0 Nep) y en ambas condiciones de pH, la velocidad de oxidacion fue menor en las

soluciones saturadas en O> que las observadas en las soluciones equilibradas en aire
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descriptas en los péarrafos anteriores. En la Figura 6.7, se muestran los perfiles de
concentracion obtenidos a partir de las irradiaciones de soluciones de Bip y Nep
saturadas en O..
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Figura 6.7 Perfiles de concentracion de reactivos y productos para soluciones saturadas
en Oz. a) [Bip]o =149 uM, pH = 5,5; b) [Bip]o = 150 uM, pH = 10,6; c) [Nep]o = 149 uM, pH =
5,7; d) [Nep]o = 149 uM, pH = 10,6. Suma, corresponde a la suma de concentraciones de
reactivo (Bip o Nep), Fop y Cap, a cada tiempo de irradiacion. Sistema de irradiacion | y
Equipo HPLC I.

Las reacciones estudiadas son fotooxidaciones que, tal como se mostro
anteriormente, consumen O disuelto. Sin embargo, al aumentar la concentracion de Oz
la velocidad de fotdlisis disminuye. Esto se aprecia claramente en la Figura 6.8, donde se
compara una solucién aireada de Bip en medio acido con otra en condiciones de
saturacion de O, ambas irradiadas en las mismas condiciones. Este comportamiento
inesperado, observado para ambos compuestos en los dos medios, puede deberse a la

participacién de estados excitados tripletes los cuales son, generalmente, desactivados
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con gran eficiencia por el O, disuelto. Este punto se discutira con mayor detalle mas

adelante en este capitulo.
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Figura 6.8 Perfiles de concentracion de reactivos y productos para soluciones de Bip
irradiadas en aire y saturadas en O,. [Bip]o = 154 uM, pH = 5,5. Suma, corresponde a la
suma de concentraciones de Bip, Fop y Cap, a cada tiempo de irradiacion. Sistema de
irradiacion 'y Equipo HPLC 1.

6.2 Fotolisis en ausencia de oxigeno

Se realizaron irradiaciones en medio acido y alcalino de soluciones acuosas de
Bip y Nep, previa saturacion en Ar, eliminando asi el O2 disuelto (Seccion 4.2.4). Como se
observa en la Figura 6.9, los espectros de absorcién varian con el tiempo de irradiacion.
Disminuye la banda de menor energia y aparece una banda de absorcion, anchay de baja
intensidad, centrada en 480 nm. Esto se percibe a simple vista ya que la solucion se
torna de color rojo. Al airear las soluciones, mediante el burbujeo con aire usando una
pipeta Pasteur, tiene lugar una rapida reaccién que sucede en oscuridad donde se
observa la desaparicién del color rojo y, por consiguiente, de la banda de absorcién
antes mencionada. Este comportamiento se observa para Bip y Nep en ambas
condiciones de pH. Ademas, es la misma conducta que describieron Pfleiderer et al. para
la reaccién de estos derivados pterinicos que tiene lugar en medio alcalino.3 Mediante
evidencia empirica indirecta, los autores postulan que la banda de absorcion en el visible
corresponderia al fotoproducto 6-formil-58-dihidropterina, compuesto que sera

analizado con mayor detalle en el siguiente capitulo.
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Figura 6.9 Evolucién del espectro de absorcion en funcion del tiempo de irradiacion en
ausencia de O.. a) [Bip]o = 142 uM, pH = 5,0, ti = 0, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120 s; b)
[Bip]o = 158 uM, pH = 10,6, ti = 0, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 120, 180 s; ¢) [Nep]o = 146 uM, pH
=5,1,ti = 0, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120 s; d) [Nep]o = 148 uM, pH = 10,5, ti = 0, 15, 30,
45, 60, 90, 105, 120 s. Camino 6ptico = 1 cm. Sistema de irradiacion |.

Para determinar si el producto final de reaccion era nuevamente Fop, se procedio
a comparar los correspondientes EDEN y EDTN, como se describié anteriormente. En la
Figura 6.10, se observan para Bip como los EDEN obtenidos de la resta del espectro de la
solucion sin irradiar al espectro de la solucion irradiada (en ausencia de O2) e
inmediatamente aireada, son comparables con los EDTN obtenidos restando el espectro
de reactivo al de una solucién estandar de Fop. Por lo tanto, Fop parece ser el producto
final de la reaccién luego de entrar Oz a la solucién irradiada. Las pequefas diferencias
que se observan sugieren la formacién de otros productos en menor proporcion. Para

Nep se observé el mismo comportamiento.
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Figura 6.10 a) [Bip]o = 150 uM, pH = 5,5; b) [Bip]o = 100 uM, pH = 10,5. Los numeros
corresponden a (1) espectro de una solucion no irradiada, (2) espectros de una solucién
irradiada 120 s en ausencia de O, (3) espectro de la solucién anterior aireada
inmediatamente después de interrumpir la irradiacion. Insets: EDEN obtenido de la
diferencia entre el espectro (1) y el (3); y EDTN obtenido de la substraccion de un
espectro de Bip a un espectro de Fop en iguales condiciones de pH. Camino 6ptico =1 cm.
Sistema de irradiacion |.

Es importante mencionar que el estudio por HPLC de los productos de la fotdlisis
en condiciones anaerdbicas (previa a la entrada de aire en la celda) no fue posible,
debido a que durante el proceso de inyeccién de las muestras en el cromatégrafo el
contacto de los productos con el aire es inevitable. Por consiguiente, se analizaron las
muestras irradiadas en ausencia de Oz y, posteriormente aireadas. El analisis por HPLC
demostré que Fop es el producto principal de la fotdlisis de Bip y Nep en el proceso
global. Cabe aclarar que también se detectaron concentraciones muy bajas de Cap como
fotoproducto. Esto puede deberse a la presencia de trazas de O> no eliminado en el
proceso de burbujeo previo a la irradiacién. En los cromatogramas de la Figura 6.11,
obtenidos para la fotdlisis de Nep, se aprecia, ademas de los picos ya observados en las
irradiaciones en aire, otros picos con areas relativas muy pequefias que corresponden a

productos minoritarios.
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Figura 6.11 Cromatogramas (Aan = 340 nm) obtenidos de la irradiacion de una solucién de
Nep en ausencia de O, ([Nep]o = 153 uM, pH = 10,5). Espectros de absorcién de Nep, Fop y
Cap. Sistema de irradiaciéon | y Equipo HPLC I.

Los perfiles de concentracion se muestran en la Figura 6.12. Como puede
observarse, la suma de concentraciones del reactivo y de los productos se mantiene casi
constante a lo largo de todo el tiempo de irradiacion. Esto confirma que el producto
principal de reaccién es nuevamente Fop y los productos mencionados en el parrafo
anterior, se forman en proporciones muy pequefas. Asimismo, se evalué la generacion
de H202 una vez aireadas las soluciones irradiadas. En todos los casos, excepto para Nep
en medio alcalino, la cantidad de H20> generado fue similar a la cantidad de reactivo
consumido, dentro del error experimental (Figura 6.12). Curiosamente, para Nep en
medio alcalino, la cantidad de H20. producido a cada tiempo de irradiacion fue
significativamente menor que la cantidad de reactivo consumido y también menor que
la cantidad de Fop formada. Este comportamiento diferente fue confirmado en

experimentos realizados partiendo de distintas concentraciones de Nep.

Es importante destacar que la velocidad de la fotdlisis en ausencia de O2 es
significativamente mayor que la observada para soluciones en presencia de dicho gas. A
modo de ejemplo, en la Figura 6.13 se compara la irradiacion de una solucién de Bip en

medio &cido, en presencia de aire con otra irradiada en ausencia de O, Este
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comportamiento se observa para ambos compuestos, ya sea en medio acido como en

medio alcalino.
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Figura 6.12 Perfiles de concentracion de reactivos y productos para soluciones irradiadas
en condiciones anaerdbicas y luego aireadas antes de la inyeccion en el cromatégrafo. a)
[Bip]o = 142 uM, pH = 5,0; b) [Bip]o = 158 pM, pH = 10,6; c) [Nep]o = 146 uM, pH = 5,1; d)
[Nep]o = 153 uM, pH = 10,5. Suma, corresponde a la suma de concentraciones de reactivo
(Bip o Nep), Fop y Cap, a cada tiempo de irradiacion. Sistema de irradiacion | y Equipo
HPLC L.

Como el H202 no puede ser generado durante la fotdlisis en ausencia de Oy, los
resultados muestran que esta especie reactiva se forma en la reaccion en oscuridad
entre Oz y el intermediario rojo (IR). Ademas, es claro que en estas condiciones el
oxigeno singlete (*02) no puede participar como agente oxidante debido a que las
soluciones se encuentran en anaerobiosis. Por lo tanto, es muy probable que el
mecanismo de reaccion sea el mismo para ambas condiciones estudiadas (presencia y

ausencia de O2), con la Unica diferencia que en el altimo caso se observa el IR que, una

———
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vez que ingresa Oz en la celda de reaccion, es capaz de reaccionar rdpidamente con dicho

gas, dando lugar a la consecuente oxidacion.
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Figura 6.13 Perfiles de concentracion de reactivos y productos para soluciones de Bip
irradiadas en aire ([Bip]o = 152 uM, pH = 5,6) y en ausencia de O ([Bip]o = 143 uM, pH =
5,0). Suma, corresponde a la suma de concentraciones de Bip, Fop y Cap, a cada tiempo de
irradiacion. Sistema de irradiacion | y Equipo HPLC 1.

6.3 Rendimientos cuanticos

Se determinaron los rendimientos cudnticos de consumo de los reactivos (®-g,
Bip y Nep) y de formacion de productos (®p, Fop y H202) en medio &cido y alcalino, y a
las distintas concentraciones de O, ensayadas: ya sea en ausencia de O, en aire y
saturadas en O.. En el primer caso, las soluciones irradiadas fueron aireadas

inmediatamente luego de finalizada la irradiacion.

Para calcular los rendimientos cuanticos (Seccion 4.4) es necesario tener en
cuenta dos puntos. Primero, para determinar las velocidades iniciales (-(d[R]/dt)o y
(d[P]/dt)o), los perfiles de concentracion vs. tiempo de irradiacion deben ser lineales.
Generalmente, esta condicion es real solo si la radiacion absorbida por el reactivo (gp,.)
no disminuye significativamente (< 15 %). Por lo tanto, para calcular -(d[R]/dt)o y
(d[P]/dt)o en cada experimento se considerd solo el periodo de tiempo en que se
cumplia esta condicion. Para medio alcalino fue 60 s y 40 s para medio &acido. El otro
punto a tener en cuenta es la fotolisis secundaria. Es decir, la reaccion fotoquimica del

producto, en este caso la fotolisis oxidativa de Fop a Cap, en los experimentos realizados
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en presencia de O. Si esta reaccion fuera significativa, en el intervalo de tiempo
analizado, el valor calculado para (d[P]/dt)o) seria entonces incorrecto porque parte de
Fop formada se habria consumido. Por lo tanto, en todos los experimentos, se presté
particular atencion a la concentracion de Cap, es decir el consumo de Fop, controlando

que la misma fuera despreciable en el periodo de tiempo bajo analisis.

En la Tabla 6.2 se muestran los valores obtenidos para Bip y Nep bajo diferentes
condiciones experimentales. En todos los casos, los rendimientos cuanticos de consumo
de reactivo (®-sip Y ®-nep) fueron iguales, dentro del error experimental, a los de
formacién de productos (®rop). Lo mismo se observo para la formacion de H2O2 (@202 =
@) excepto para la fotolisis anaerdbica de Nep en medio alcalino. Esto indica que por

cada molécula de reactivo consumido se genera una molécula de Fop y una de H20».

pH=5,5 pH=10,5
Ar Aire 02 Ar Aire 02

Fotolisis de Bip

Dip 0,10+0,01 0,037£0,003 0,024+0,003 0,18+0,02 0,12+0,01 0,07+£0,01
Drop 0,10+£0,01 0,037+0,003 0,024+0,003 0,18+0,02 0,12+0,01 0,07+0,01
D202 0,07£0,01 0,037+0,005 0,031+0,005 0,15+0,05 0,13+0,02 0,08+0,01
Fotolisis de Nep

D_nep 0,11+0,01 0,044+0,003 0,018+0,002 0,16+0,03 0,11+0,01 0,069+0,005
Drop 0,10+£0,01 0,043+0,004 0,019+0,002 0,16+0,03 0,10+0,01 0,070+0,005
D202 0,08+0,01 0,05+0,01 0,023t0,004 0,06+0,01 0,09+0,02 0,07+£0,01

Tabla 6.2 Rendimientos cuanticos de consumo de reactivo (®-r) y generacion de producto
(®@») para las fotolisis de Bip y Nep en distintas condiciones.

De la Tabla 6.2 se deduce que, a una condicion de pH y concentracion de Oz
determinada, Bip y Nep tienen ®r muy similares entre si. Ademas, si se comparan las
dos condiciones de pH, ambas pterinas tienen menor ®.r en medio acido que en medio
alcalino. Asimismo, para ambos reactivos y en las dos condiciones de pH, los ®r
dependen de la concentracion de O2: a mayor concentracion de O,, menor es el
rendimiento cuantico. Este resultado sugiere que el comportamiento general de ambas
pterinas es el mismo y que el estado excitado del reactivo involucrado en la reaccion
fotoquimica es desactivado por el O2 disuelto. Este punto sera discutido con mayor

detalle en la siguiente seccion.
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6.4 Analisis de los estados excitados

De acuerdo a lo descripto previamente, en las tres condiciones de concentracion
de O utilizadas, se observa que las reacciones globales son las mismas. Sin embargo los
rendimientos cuanticos dependen fuertemente de la concentracion de Oz. Esto sugiere,
como se mencioné anteriormente, que el O> desactiva eficientemente el estado excitado

del reactivo a partir del cual se generan los fotoproductos.

Para investigar la desactivacion del estado excitado singlete de Bip y Nep por Oz
se realizaron experimentos de emision de fluorescencia (Seccion 5.2). Se registraron los
espectros de emision de soluciones &cidas y alcalinas de ambas pterinas, bajo diferentes
concentraciones de Oz (Ar, aire y en condiciones de saturaciéon de O). En la Figura 6.14
se aprecian los espectros de emision para soluciones de Bip en medio acido y alcalino. Se
encontré que la emisién de fluorescencia es independiente de la concentracion de Oz en
la solucion. Estos resultados indican que el estado excitado singlete del reactivo no es
desactivado por Oz y, por consiguiente, no participa en el proceso fotoquimico. Para Nep

se obtuvieron resultados muy similares.
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Figura 6.14 Espectros de fluorescencia de Bip en soluciones con distintas concentraciones
de 02.a) pH=5,6; b) pH=10,5.

Consecuentemente, se propone que el estado excitado involucrado en la reaccién
fotoquimica es el triplete. Esto es esperable teniendo en cuenta que Bip, Nep y otros
derivados pterinicos producen eficientemente estados excitados tripletes,” 8 que son
desactivados por O para generar 10..° Por ejemplo, para Bip se conocen los valores de
constante de velocidad de desactivacion del estado excitado triplete por Oz (ket), siendo
de1,4x10°M1sly32x10°M1s1enmedioacidoy alcalino, respectivamente.8 De esta

manera, se puede describir un mecanismo de reaccion parcial donde el reactivo absorbe
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energia para pasar al estado excitado singlete, que luego por entrecruzamiento de
sistemas pasa al estado excitado triplete, el cual genera finalmente el IR. Este mecanismo
se resume en el Esquema 6.2.

10, o,
Ket

Bip/Nep i>1Bip*/1Nep*&> 3Bip*/3Nep*£> IR

Kisc
Esquema 6.2 Mecanismo parcial con intervencion de estados excitados.

Si este mecanismo fuese correcto, planteando la hip6tesis de estado estacionario
para el estado excitado triplete de las pterinas estudiadas, ®.r vendria dado por la

siguiente ecuacion:

Kk
(D.R: (DT IR
kIR + kISC + ket [02:I

donde @ es el rendimiento cuantico de formacién del estado excitado triplete; kir es la
constante de velocidad de reaccion de formacion del IR (s1); kisc es la constante de
velocidad de desactivacion por entrecruzamiento de sistemas (s1); ket €s la constante de

velocidad de desactivacion del estado excitado triplete por Oz (M1s1).

La relacién ®_rA/®r esté dada por:

® " kg+k.+k [0)]
(I;R - IR ISC et 2 =1+ ketTT [02] =1+ kSV [02]
R Kir + Kisc

Entonces, realizando una gréfica de Stern-Volmer de ®rA"/®.r en funcion de la
concentracion de O2 (Figura 6.15) y a partir de la ecuacion anterior, donde ksy = Ket t1, Y
17 es alrededor de 2 us (Capitulo 3), se puede calcular ket. Para ambas pterinas en medio
acido y alcalino, se obtienen valores de entre 0,5y 2,0 x 109 M1 s'1, Estos valores son del
orden de las constantes publicadas por Ledbetter et al., lo cual sugiere nuevamente que

el estado excitado triplete estaria involucrado en la reaccion de formacién del IR.

e
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Figura 6.15 Grafica de Stern-Volmer: variacion de ®@.rA7/®.r con la concentracion de Oa.

6.5 Investigacion de anion superoéxido

Dado que H202 puede generarse a partir del anion superdxido (02°-),10 se decidio
investigar la existencia de esta especie reactiva al irradiar soluciones de Bip y Nep. Para
esto, se utilizaron dos métodos de deteccion: (i) método reduccion de citocromo ¢ (Cyt)
inhibible por superoxido dismutasa (SOD) (Seccion 5.9) y (ii) resonancia paramagnética

electrdnica (Seccion 5.6).
6.5.1 Método de Cyt

Soluciones equilibradas en aire de Bip o Nep (75 uM) se mezclaron con una
solucion de Cyt (14 uM), en medio &cido o alcalino. Dichas mezclas fueron irradiadas con
el Sistema de irradiacion I, registrando los espectros de absorcion cada 10 s durante un
tiempo de irradiacion total de 2 min. En la Figura 6.16.a se muestran los espectros de
absorcion en funcion del tiempo de irradiacion, donde claramente se aprecia el
incremento de la absorbancia en el rango 500 — 600 nm, consistente con la reduccion de
Cyt. Los EDEN en ese rango de longitudes de onda, detallados en la Figura 6.16.b, son
similares a los reportados en literatura para la reduccion de Cyt.1! En la Figura 6.17 se
muestra el aumento de absorbancia a 550 nm (AS50), en funcién del tiempo de
irradiacion ( ), para la solucion mezcla antes mencionada. Para confirmar que la
reduccion de Cyt es debido al Oz -, se realizaron experimentos similares agregando SOD

(200 U/ml) ( —— ), enzima que cataliza la reaccién de dismutacion de O>*- para dar O, y
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H2>0.. Se observé una clara inhibicién de la fotorreduccién de Cyt, sugiriendo que bajo las
condiciones experimentales empleadas, el O>*- generado fotoquimicamente por Bip o
Nep le transfiere un electrén a Cyt para reducirlo de ferricitocromo ¢ (Fe*3) a

ferrocitocromo c (Fe*2).

05
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Figura 6.16 a) Espectros de absorciéon de una solucion mezcla en presencia de O ([Bip]o =
75 uM, [Cyt] = 14 uM, pH = 5,6) registrados cada 10 s, hasta 2 min totales de irradiacion;
b) EDEN. Camino 6ptico = 1 cm. Sistema de irradiacion |.

Cuando se realizaron los mismos experimentos pero en ausencia de O, es decir,
en condiciones donde no tiene lugar la formacion de O, la fotorreduccion de Cyt
también fue observada (—— ), incluso en presencia de SOD ( ). Mé&s aun, el grado de
reduccién de Cyt fue mayor que en presencia de aire, alcanzando un plateau a menores
tiempos de irradiacion. Esto sugiere que el proceso que ocurre en condiciones
anaerobicas es una transferencia de electrones directa desde el compuesto pterinico al

Cyt. Esto ya ha sido observado para otros compuestos heterociclos en solucion acuosa.1?

13

Para descartar la existencia de procesos térmicos o fotoquimicos que puedan
interferir en el ensayo, se realizaron diversos experimentos de control. En primer lugar,
no se observo reduccion de Cyt en ninguno de los dos medios, cuando se mantuvieron en
oscuridad soluciones de Bip o Nep (75 uM) y Cyt (14 uM) por mas de 10 min. Asimismo,
se irradiaron soluciones conteniendo sélo Cyt y tampoco se observaron cambios

espectrales.
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Figura 6.17 Evolucion de AA550 de solucion mezcla de Bip o Nep (75 pM) y Cyt (14 pM) con
el tiempo de irradiacién, en presencia (aire) y ausencia de Oz (Ar).
—— Pt + Cyt (Ar), Pt + Cyt + SOD (Ar), 2t + Cyt (aire), —¢— Pt + Cyt + SOD (aire).
a) Bip, pH = 5,1; b) Bip, pH = 10,4; ¢) Nep, pH = 5,0; d) Nep, pH = 10,3. Sistema de
irradiacion |.

Consecuentemente, teniendo en cuenta los estudios previos reportados en
literatura, sobre la fotooxidacion de distintos derivados pterinicos en combinacion con
los resultados descriptos en este capitulo, se puede concluir que el intermediario
generado en la irradiacién de Bip y Nep es capaz de transferir un electrén al O, para
generar Oz o, directamente, al Cyt para reducirlo. En soluciones aireadas, donde hay
exceso de Oz con respecto a Cyt, el primer proceso tiene lugar. Sin embargo, en ausencia
de Oy, el segundo proceso serd el que predomine. Las reacciones que ocurren en

presenciay ausencia de O se detallan en el Esquema 6.3.
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Bip/Nep

IR + 0, ——> IR"* + 0, IR + Cyt (Fe*3)——> IR* + Cyt (Fe*2)
0, + Cyt (Fe*3) ——> 0, + Cyt (Fe*2)

202.'4‘ 2H _& H202+ 02

Esquema 6.3 Reacciones en las cuales participa el Cyt ¢ en presencia o ausencia de Oa.

6.5.2 Resonancia Paramagnética Electrénica

El método de Cyt inhibible por SOD, aunque es muy utilizado, no es confirmatorio
de la generacion de O2*-, motivo por el cual se recurrié a la técnica Resonancia
Paramagnética Electronica (RPE). Esta técnica, explicada en la Seccion 5.6, permite
detectar diferentes compuestos radicales. En el caso de O2*, si bien por su caracter
paramagnético podria ser detectado directamente, el hecho de tener un tiempo de vida
media muy corto (— 10 s) hace muy dificil esta tarea. Por lo tanto, se recurrié al
método de secuestro selectivo utilizando 5,5-dimetil-1-pirrolin-N-6xido (DMPQ).14 Este
compuesto forma un aducto con O>*- de mayor vida media y, por lo tanto, resulta mas

viable su deteccién por RPE.

Se mezclaron soluciones de Bip o Nep (100 uM) con DMPO (50 mM) y buffer
Tris/HCI (1 mM) - NaCl (0,5 mM) (pH = 7,2). Las mezclas se introdujeron en celdas de
cuarzo de paredes planas y se irradiaron directamente dentro de la cavidad del
espectrémetro, tal como se explica en la Seccion 5.6. Se irradié por 40 s, se tomo el
espectro donde se observl la sefial caracteristica del aducto DMPO*-OOH. Para
confirmar la formacion de Oz~ durante la irradiacion de Bip y Nep se realizaron
experimentos similares en presencia de SOD (22 U/ml). Como se aprecia en la Figura
6.18, la sefial del aducto disminuye significativamente. Ademaés, se realizaron
experimentos control irradiando solo DMPO, o registrando el espectro a la mezcla Pt-

DMPO pero sin irradiar y en ninguno de los caso se observo la sefial del aducto.
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Figura 6.18 Deteccion del aducto DMPO*-OOH por RPE. Solucién mezcla de Pt (100 uM) y
DMPO (50 mM) a pH =7,0. a) Bip; b) Bip, ti=40s; ¢) Bip + SOD (22 U/ml), ti =40 s; d) Nep;
e) Nep, ti=40s; f) Nep + SOD (22 U/ml), ti=40s.

Es importante destacar que ciertas pterinas, como Ptr y Mep, generan Oz~ por un
mecanismo completamente diferente al mencionado en este capitulo. Es decir, cuando
Ptr es excitada y, por entrecruzamiento de sistemas pasa al estado excitado triplete
(3Ptr*), puede reaccionar con otra molécula de Ptr u otro dador de electrones,
generando el anidn radical Ptr (Ptr=-). Este, a su vez, reacciona con Oz para formar Oz*-,
regenerando asi Ptr.1> Este mecanismo es completamente diferente al que sucede en el
caso de Bip y Nep donde O2*- es generado a partir del IR, tal como se explicd

previamente y se detalla en las reacciones siguientes:
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3Bip*/*Nep*——> IR
IR+ Oy =—> Fop+ 0,™
0," +H*———> HO,’
2HO,* ——> H,0,+ 0,

6.6 Conclusiones

En este capitulo se estudiaron diversos aspectos de la fotoquimica de Bip y Nep
en solucidén acuosa cuyo esclarecimiento aun quedaban pendientes. Cuando Bip o Nep
son expuestas a la radiacion UV-A, un intermediario rojo (IR) es formado en un proceso
independiente del O2. Luego, este producto es rapidamente oxidado por O, para generar
Fop y H202. Este mecanismo es valido para las formas acidas y béasicas de Bip y Nep.
Ademas, la cuantificacion de los reactivos y productos reflejan que al realizar la fot6lisis

en ausencia de O2 no existen vias adicionales de consumo de reactivo.

Otra especie reactiva de oxigeno, el anién superoxido (O2*), es también generada
durante la fotooxidacion de Bip y Nep. Esto tiene lugar a través de un proceso de
transferencia de electrones desde el intermediario rojo al O2 disuelto. Este hecho es muy
importante desde el punto de vista biomédico porque este radical esta implicado en la
etiologia de varias patologias. Ademas, considerando que Bip se acumula en las manchas
de pacientes con vitiligo, estos resultados sugieren que la produccién fotoinducida de
EROs por Bip podria contribuir al estrés oxidativo involucrado en la patogénesis de esta

enfermedad.

Para ambos reactivos y a cada condicién de pH, el rendimiento cuantico de
consumo del reactivo depende de la concentracion de O2: a mayor concentracion de O,
menor es el rendimiento cuantico. Este comportamiento puede explicarse en base la
desactivacion del estado excitado triplete del reactivo por parte del O, disuelto.
Teniendo en cuenta los resultados de los experimentos de fluorescencia a diferentes
concentraciones de O y trabajos previos, se puede proponer que los estados

electronicos excitados que participan de la reaccion son de naturaleza triplete.

Por lo tanto, se puede proponer un mecanismo general para las dos pterinas

estudiadas, como se detalla en el Esquema 6.4.

e
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Esquema 6.4 Mecanismo general de fotooxidacion para Bip y Nep
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Capitulo 7

Caracterizacion del Intermediario Rojo

Como ya se describié en el capitulo anterior, ciertos compuestos pterinicos
aromaticos generan, bajo irradiacién UV-A y en ausencia de O2, un compuesto color rojo
y muy reactivo al cual se lo ha denominado arbitrariamente intermediario rojo (IR). En
este capitulo se resumen los resultados del estudio de dicho compuesto, dirigidos a
establecer su estructura quimica y a determinar su papel en el mecanismo de reaccion

de biopterina (Bip) y neopterina (Nep).

Todas las irradiaciones se realizaron en atmoésfera de argdn (Seccion 4.2.4),
condicién necesaria para poder obtener el intermediario. Ademas de Bip y Nep, se
presentan resultados de 6-hidroximetilpterina (Hmp), ya que este compuesto también
genera un intermediario de caracteristicas espectrales y reactividad similares a los que

se generan a partir de Bip y Nep.
7.1 Analisis de la estructura del intermediario por RMN

Debido a que el IR es muy reactivo frente al O,, fue imposible utilizar técnicas
como HPLC y espectrometria de masa para estudiarlo, ya que con estas técnicas y en las
condiciones de trabajo utilizadas, es imposible evitar la oxidacion de este compuesto.
Por lo tanto, se recurri6 a la resonancia magnética nuclear (RMN), técnica que permite el
anélisis de la muestra en condiciones de anaerobiosis. Para esto, se prepararon
soluciones alcalinas de Bip y Nep en D20 (Seccién 4.2.3) de concentracion ~ 2 mM y se
registraron los espectros de IH-RMN. Los estudios de RMN se realizaron solo en medio
alcalino, debido a que en estas condiciones se logré una concentracion de Bip y Nep
adecuada para obtener espectros con relacion sefial/ruido aceptable, lo cual no fue

logrado para soluciones &cidas.

Como se aprecia en la Figura 7.1, el espectro de H-RMN de una solucién patrén
de Bip muestra 4 sefiales de protones con intensidades relativas, medidas como las
integrales de los picos, de 1:1:1:3. Estas sefiales se observan a distintos campos (8, ppm):
8 = 8,65 (s) correspondiente al hidrégeno aromatico de C7,y 8 = 4,75 (d, Jup = 5,5 Hz),
4,19 (m), 1,19 (d, Jg, = 6,5 Hz), correspondientes a los hidrogenos alifaticos Ho, HB y Hy,
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respectivamente. En el caso de Nep, también se aprecia la sefial del hidrégeno aromatico
a 8 =8,66 (s) y las sefiales de los hidrégenos de la cadena aparecen a § = 4,87 (d, Jop = 7
Hz), 4,10 (m), 3,79 (dd, Jg,a= 3,5 Hz y Jya\b = 12 HZ), 3,66 (dd, Jg,6 = 6,5 HZ y J;ayp = 12 HZ),
correspondientes a los hidrégenos alifaticos Ha, Hf3, Hya y Hyb, respectivamente. Cabe
destacar que, debido a la presencia de una fuerte sefial a 6 = 4,79 correspondiente a H-0,
las sefiales a 6 = 4,75y 6 = 4,87, de Bip y Nep, respectivamente, aparecen superpuestas

con la sefal de H20.
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Figura 7.1 Espectros de H-RMN. a) [Bip]o = 2170 uM, pD = 10,9 b) [Nep]o = 2000 pM, pD =
10,2.

Para analizar el IR, las soluciones de Bip y Nep fueron saturadas en Ar y luego
irradiadas por 20 min (Sistema de irradiacion I, 350 nm). Al interrumpir la irradiacion
se observé un color rojo intenso en las soluciones, indicando la formacién del compuesto
buscado. Rapidamente, se registraron los espectros 1H-RMN donde se observé la

aparicién de nuevas sefiales, ademas de las residuales correspondientes al remanente de
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reactivo, las cuales se aprecian en la Figura 7.2. Es importante aclarar que de las nuevas
sefiales, dos son exactamente las mismas para Bip y Nep, mientras que las restantes

varian levemente.
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Figura 7.2 Espectros de H-RMN de las soluciones expuestas en la Figura 7.1, irradiadas
por 20 min en atmosfera de Ar. a) Bip, b) Nep

A continuacién, estas mismas soluciones se pusieron en contacto con el aire. Esto
condujo a la desaparicién del color rojo, debido al consumo del IR (ver reaccién térmica
descripta en la Seccion 6.2), tornandose incoloras nuevamente. Los espectros H-RMN
registrados después de airear las soluciones irradiadas, muestran claramente la
desaparicion de las dos sefiales intensas equivalentes para Bip y Nep (6 = 8,42 (s) y 6,58
(s)). Asimismo, se observa que no varian las otras sefiales que aparecen con la
irradiacion y que, ademas, aumenta la intensidad de tres sefiales débiles en los espectros
tomados en ausencia de O>. Estas tres sefiales son las mismas para Bip y Nep, y aparecen
ad =995 (s)y 905 (s) las dos de mayor intensidad, mientras que a § = 9,03 (s) se

detecta la tercera que es practicamente despreciable (Figura 7.3).

R
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Figura 7.3 Espectros de H-RMN de las soluciones expuestas en la Figura 7.1, irradiadas
por 20 min en atmosfera de Ar y luego aireadas. a) Bip, b) Nep

Teniendo en cuenta todo lo expuesto en el capitulo anterior, las dos sefiales que
desaparecen deben corresponder al intermediario que fue oxidado durante la reaccién
en oscuridad por el O. Por otro lado, las sefiales que aparecen durante la fotdlisis y no
desaparecen con la admision de aire, ya sea para el caso de Bip como para Nep, deben
corresponder a fotoproductos estables en presencia de O2. Finalmente, los picos que
aparecen o se intensifican al airear las soluciones irradiadas en anaerobiosis deben
corresponder a 6-formilpterina (Fop) y 6-carboxipterina (Cap), que son los productos de

oxidacion del intermediario, como se explicé en el capitulo anterior.

Esto fue confirmado realizando los espectros 1H-RMN de soluciones en D20 de
estas dos pterinas aromaticas, donde a Fop le corresponden 2 sefiales a 6 = 9,95 (s) y
9,05 (s) y aCap unasefial a6 = 9,03 (s) (Figura7.4.ay b). Por lo tanto, y en concordancia
con el esquema de reaccion propuesto por Pfleiderer et al., estos resultados demuestran
que Fop es el producto de la reaccion del IR con Oz y, por ende, proveen evidencia

adicional que sostiene el mecanismo propuesto en el Capitulo 6 (Esquema 6.4). La sefial
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observada para Cap fue muy pequefia, incluso, hasta en algunos casos, no fue detectada.
La formacion de Cap corresponde a la presencia de trazas de O2 en el tubo de reaccion
durante la irradiacion, y se genera en una muy baja concentracion, como ya se observo

por HPLC en la Seccion 6.2.
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Figura 7.4 Espectros de 'H-RMN de las soluciones patrones de a) Fop, b) Cap, c)
acetaldehido.

Se realizaron estudios adicionales para investigar cuales son los productos
generados en la irradiacion y estables en presencia de O2. Suponiendo que la molécula

de Bip se fragmenta en el enlace entre Ca y CB como consecuencia de la reaccién
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fotoquimica que produce el IR, el otro producto formado debe ser un compuesto con dos
atomos de carbono. EI compuesto méas probable seria el acetaldehido, del cual se
registré el espectro *H-RMN en D-O. Como se muestra en la Figura 7.4.c, las sefales
principales que corresponden a este compuestos se observan a 6 = 9,66 y 2,22 mientras
que también se pueden apreciar los picos correspondientes al producto originado de la
adicion alddlica, el 3-hidroxibutanal (6 = 5,23 y 1,32).1 Estas sefiales estan presentes en
el espectro de la solucion irradiada de Bip, tanto antes (Figura 7.2.a) como después de la
ingreso de aire en el tubo de reaccién (Figura 7.3.a). De esta manera, se confirma la
rotura y separacion de la cadena unida al C6 de Bip, con la consecuente formacion de
acetaldehido. Vale la pena insistir que la escision de la cadena sucede durante la
irradiacién y previamente a la incorporacion de O, lo cual explica por qué la intensidad

de dichas sefiales no se modifica al airear la solucion.

En el caso de Nep, también se observaron sefiales en el espectro de H-RMN que
se forman durante la irradiacién anaerébica y luego su intensidad no se modifica con la
entrada de O,. Mas aun, estas sefiales son compatibles con compuestos de dos atomos de
carbono pero los valores de § en este espectro, difieren de los de valores obtenidos para
acetaldehido y 3-hidroxibutanal. Esto es esperable considerando que las estructuras
quimicas de los sustituyentes de Bip y Nep son diferentes. La identificacién del/de los
compuesto/s responsable/s de estas seflales no se pudo llevar a cabo porque los

patrones correspondientes no estuvieron disponibles.

Por lo tanto, sabiendo entonces que la reaccién fotoquimica de Bip y Nep en
ausencia de Oz genera un producto de dos &tomos de carbono, el otro producto formado,
es decir el IR, debe poseer la estructura base de las pterinas (doble anillo heterociclico)
con un sustituyente de un solo &omo de carbono. Los valores de las sefales
correspondientes al intermediario, muestran que este compuesto ya no posee
hidrogenos aromaticos, debido a que estos aparecen a bajos campos (6 ~ 8), con lo cual
la pérdida de aromaticidad sucede en el anillo pirazinico. Por lo tanto, la sefial detectada
a 6 = 6,58 puede atribuirse a la presencia de un hidrégeno olefinico en el C7. Si el anillo
se reduce entonces, considerando la falta de O, el sustituyente con un solo a&tomo de C
deberia estar oxidado. Esto concuerda con la sefial observada a § = 8,42, que puede
asignarse al hidrogeno del carbono aldehido que extiende la conjugacion con el sistema

olefinico. Por lo tanto, estos resultados se correlacionan correctamente con la estructura
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quimica del 6-formil-5,8-dihidropterina previamente propuesta por Pfleiderer (Figura
7.5).2

HN ‘ ‘ Hira

HZNJ\

Figura 7.5 Estructura del intermediario: 6-formil-5,8-dihidropterina.

N N Hirs
H

7.2 Andlisis de los fotoproductos de 6-hidroximetilpterina por RMN

Como bien se mencioné en el Capitulo 3, el comportamiento fotoquimico en
solucion acuosa de Hmp es similar al observado para Bip y Nep. Es decir, cuando se
irradia una solucién de Hmp en ausencia de O, se genera un intermediario que es
oxidado rapidamente al ponerse en contacto con el Oz, obteniéndo Fop como producto
final.3 Dicho intermediario tiene las mismas caracteristicas espectrales que el IR
descripto para Bip y Nep. Sabiendo que Bip y Nep también generan Fop como producto
final y que, por ende, el mecanismo de reaccion podria ser el mismo para las tres
pterinas, el intermediario formado a partir de Hmp deberia ser el IR. Consecuentemente,
se decidio estudiar soluciones de Hmp por *H-RMN haciendo un analisis similar a lo
descripto en la seccién anterior. Es importante destacar que como Hmp posee como
sustituyente un solo &tomo de C, las sefiales correspondientes al fragmento de la cadena

escindida no deberian observarse, simplificando asi el andlisis.

Primero se obtuvo el espectro de una solucién de Hmp en medio alcalino sin
irradiar (Figura 7.6.a). Este espectro posee una sola sefial a § = 8,64 que corresponde al
H7 del anillo. La sefial correspondiente a los Ha del sustituyente no se observa debido a
que aparece superpuesta con la sefial del H20. Luego, la solucion se irradié por 60 min
con el Sistema de irradiacion | y se registr6 el espectro *H-RMN, donde se observa la
aparicion de las dos sefiales correspondientes al intermediario con valores de § =8,42 y
6 = 6,58 (Figura 7.6.b). Posteriormente, se aired la solucién y se registré nuevamente el
espectro. Se pudo apreciar entonces la desaparicion de estas dos sefiales con la
consecuente aparicion de las sefiales correspondientes a Fop y Cap, siendo esta Ultima
casi despreciable (Figura 7.6.c). Dos puntos importantes se desprenden de este analisis:
por un lado, los valores de § de las sefales del intermediario de Hmp son exactamente

los mismos que para Bip y Nep. Por otro lado, no se observan sefales adicionales al

R
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irradiar la solucién, indicando que, como era de esperar, no se forma ningun otro

producto proveniente de la ruptura del sustituyente.

a)
o
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b)

7

IRa IR7
10 8 6 ppm 4 2 0
c)

7
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Figura 7.6 Espectros de *H-RMN de una soluciéon de Hmp. a) antes de irradiar, b) luego de
lairradiacion en atmaésfera de Ar (ti =60 min), ¢) luego de airear la solucién b).

De esta manera, se comprueba que, al irradiar una solucion de Bip, Nep o Hmp en
ausencia de O, se forma el mismo compuesto IR. Asimismo, se ratifica que este IR tiene

la estructura propuesta en la Figura 7.5. Por otro lado, estos resultados sugieren que la
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asignacion de las sefiales correspondientes a los fragmentos provenientes de la escision

del sustituyente de Bip y Nep es correcta.
7.3 Estudio de la estabilidad del intermediario

Se sabe que el intermediario es inestable en presencia de O, y, ademas, se ha
propuesto que las 5,8-dihidropterinas son inestables en condiciones anaerobicas y
tautomerizan a 7,8-dihidropterinas.# Por lo tanto, se decidié estudiar su estabilidad en
ausencia de O por espectrofotometria UV-vis y HPLC. Para esto, se generd el
intermediario irradiando soluciones de Bip o Nep burbujeadas previamente con Ar. Una
vez finalizada la irradiacion, se conservaron esas soluciones en oscuridad y en
condiciones anaerdébicas por un tiempo determinado (llamado arbitrariamente “tiempo
de oscuridad”, to) y se registraron los espectros de absorcion. Como se menciond en el
capitulo anterior, este intermediario posee una banda de absorcidn caracteristica
centrada en 480 nm. En la Figura 7.7 se observa para Bip y Nep en medio &cido y
alcalino, como disminuye la intensidad de esta banda hasta desaparecer por completo,
indicando que el IR es inestable incluso en ausencia de O>. Por lo tanto, el intermediario
no sélo reacciona con Oz para dar Fop y H20, sino que también sufre una reaccion

térmica independiente del Oz generando productos.

El consumo del IR en funcién del tiempo de oscuridad (to) tuvo, en todos los
casos, un comportamiento de primer orden. A modo de ejemplo, en la Figura 7.8 se
muestra la evolucion temporal de la absorbancia a 480 nm para una solucién de Bip en
medio alcalino. A partir del ajuste de la ecuacion no lineal At = Aint + (Ao — Ainr) et a los
datos experimentales, es posible calcular la constante de velocidad de desaparicion del
IR. Para esto, se realizaron experimentos a temperatura controlada y se obtuvieron los

valores expuestos en la Tabla7.1.

R
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Figura 7.7 Evolucion del espectro de absorcion de soluciones de Bip y Nep, luego de ser
irradiadas en ausencia de O,. Las soluciones se mantuvieron en condiciones anaerdbicas
y en oscuridad, registrandose los espectros cada ~ 5 min. a) [Bip]o = 109 uM, pH =51, ti =
4 min, to = 120 min, b) [Bip]o = 109 uM, pH = 10,5, ti = 2 min, to = 140 min, ¢) [Nep]o = 150
uM, pH =49, ti = 2 min, to = 105 min, d) [Nep]o = 120 uM, pH = 10,3, ti = 6 min, to = 60 min.
Camino 6ptico = 1 cm. Sistema de irradiacion I.

k/mint
medio acido medio alcalino
Bip 0,028 + 0,006 0,027 + 0,006
Nep 0,033+ 0,007 0,09 +0,02

Tabla 7.1 Constantes de velocidad de desaparicion del IR a 28 °C.
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Figura 7.8 Evolucion de la absorbancia a 480 nm en funcién del tiempo de oscuridad, para
una solucién de Bip ([Bip)o = 150 uM, pH = 10,4, ti = 6 min, to = 120 min). Sistema de
irradiacion |.

Claramente se observa que para Bip en ambos medios y Nep en medio acido, el
valor de la constante de desaparicion es muy similar. Sin embargo, para Nep en medio
alcalino el valor obtenido es entre 3 y 4 veces mayor. Los mismos estudios se realizaron
para Hmp y se encontrd que el IR también es inestable y sufre el mismo comportamiento
que para Bip y Nep, con un valor de constante muy parecido a las constantes ya

mencionadas (k = 0,042 = 0,008 min-1, en medio alcalino a 25 °C).

Teniendo en cuenta que la reaccion térmica tiene lugar en ausencia de O, es de
esperar que no se genere H>O> como producto. Para comprobar esto, se realizd otra
serie de experimentos en los cuales soluciones de Bip y Nep de concentracién entre 140-
200 pM, fueron irradiadas previo burbujeo con Ar (pH =5,5y 10,5). Una vez finalizada la
irradiacién, las soluciones se conservaron en oscuridad por distintos periodos de
tiempo, burbujeadas con Ar periédicamente para garantizar la ausencia de Oa.
Finalmente, se burbujearon con aire y se determiné la concentracién de H202. Como se
puede apreciar en la Figura 7.9, para ambos compuestos y en las dos condiciones de pH,
la cantidad de H.O, formado disminuye en funcion del tiempo transcurrido desde la
interrupcion de la irradiacion y el ingreso de Oz en la celda. Estos resultados confirman

que la reaccion térmica independiente de O2 no genera H202 como producto.
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Figura 7.9 Concentracién de H.O; en soluciones de Bip y Nep irradiadas en ausencia de Oy,
y conservadas en oscuridad en ausencia de O». A distintos tiempos se burbuje6 aire por 2
min y se determind la concentraciéon de H;0.. El tiempo del eje X corresponde al periodo
transcurrido desde la interrupcion de la irradiacion hasta el ingreso de aire en la celda. a)
[Bip]o = 150 uM, b) [Nep]o = 150 pM. Sistema de irradiacion .

Para determinar los productos generados durante la reaccion en oscuridad
independiente de O descripta anteriormente, las muestras se analizaron por HPLC. En
la Figura 7.10, se muestran los cromatogramas de soluciones de Bip en ambos medios,
irradiadas en ausencia de O. y, luego conservadas en oscuridad hasta finalizar la
reaccion térmica. Se aprecia claramente que el producto mayoritario es Fop, al igual que
en las irradiaciones en aire o en ausencia de O> pero abiertas al aire inmediatamente
después de finalizada la irradiacion. Esto no concuerda con la hipétesis postulada
previamente por Pfleiderer que dice que las 5,8-dihidropterinas tautomerizan a las
correspondientes 7,8-dihidropterinas.4 En este caso se encontr6 como principal
producto el derivado oxidado, y s6lo una pequefia proporciéon de 6-formil-7,8-
dihidropterina (H2Fop) (< 10 %). Asimismo, aparecen otros dos productos a mayor
tiempo de retencion (tr = 18,5 y 21,0 min). Ambos productos poseen espectros de
absorcion muy similares entre si y también muy parecidos a los espectros de Bip, Nep y
Hmp en medio &cido (Figura 2.5, Capitulo 2). Esto hace suponer que la estructura
pterinica de estos compuestos desconocidos, puede ser aromatica y que quizas poseen
un OH unido al Ca como sustituyente en el C6, como es el caso de los reactivos

mencionados. Para Nep se obtuvieron cromatogramas similares.



R

Caracterizacion del Intermediario Rojo .. 109

3e+4

a
Bip )
© 2e+4
>
o Cap
>
< le+4 Fop
0 . pnn ) M A
5 10 15 20 25
3e+4
b)
Bip
© 2e+4
>
N
s
< 1e+4 . FOp
0 1 SUAW. | AN
0 5 10 15 20 25

tiempo de retencién/min

Figura 7.10 Cromatogramas (Aan = 340 nm) de soluciones irradiadas en ausencia de Oz y
conservadas en anaerobiosis y en la oscuridad hasta consumirse el IR. a) [Bip]o = 109 uM,
pH =51, ti =4 min, to = 120 min, b) [Bip]o = 109 uM, pH = 10,5, ti = 2 min, to = 140 min.
Sistema de irradiacion |y Equipo HPLC .

Sabiendo que el producto mayoritario de la reaccion térmica es Fop, para ambos
reactivos y en las dos condiciones de pH estudiadas, se realizé un balance de masa para
cuantificar la cantidad de reactivo que se transforma en este producto (AFop/AR),
encontrdndose un valor entre 60 — 70%. Por otro lado, se podria suponer que la
oxidacion del IR a Fop se produce por un lento ingreso de Oz a la celda. Sin embargo, esto
se puede descartar ya que no se detecta H202 cuando se completa la descomposicion
térmica del IR. Si bien falta informacidn para proponer una hipétesis consistente, se
podria especular con procesos de dismutacion en los cuales el IR se oxide a Fop y se

reduzca a otros productos.

Para avanzar con el analisis de los productos desconocidos, se determinaron los
pesos moleculares por espectrometria de masa (Equipo MS 1, Seccién 5.4). Para ambos
productos se encontrdé el mismo i6n molecular con m/z = 385, correspondiente a
[M+H]*. Ademas, se observan dos picos en m/z = 407 y 367, correspondiente a [M+Na]*
y [M-H>O+H]*, respectivamente. Este i6n molecular podria corresponder a dos

estructuras pterinicas unidas entre si. Por otra parte, estos dos productos desconocidos
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poseen igual espectro de absorcién y mismo peso molecular, de manera que podrian ser

dos isémeros.
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Figura 7.11 Espectros de masa y de absorcion de los productos de la reaccion térmica. a)
producto 1, b) producto 2.

7.4 Conclusiones

A partir del anélisis por *H-RMN se pudo establecer que en la fot6lisis de Bip y
Nep en ausencia de Oz ya sea en medio acido o alcalino, se forma el mismo
intermediario. Este compuesto es 6-formil-5,8-dihidropterina, estructura que habia sido
sugerida previamente por Pfleiderer et al.2 Ademas, se confirmé que al irradiar Hmp
también se forma este mismo intermediario. Por otro lado, se estudio la estabilidad de
este compuesto, los productos generados y se determinaron las correspondientes
constantes de velocidad de desaparicién del IR. Se concluy6 entonces que el IR no es

estable, aun en ausencia de Oz, y que genera Fop y otros productos que no pudieron ser
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caracterizados correctamente. El Esquema 7.1 resume las reacciones estudiadas hasta el

momento.
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Esquema 7.1 Estructura del IRy reacciones en las que participa.
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Capitulo 8

-

Fotoquimica de 7,8-dihidroneopterina

En este capitulo se presenta un estudio de la fotoquimica de 7,8-
dihidroneopterina (H2Nep) en soluciéon acuosa bajo irradiacion UV-A. No existen
antecedentes en literatura sobre este tema, a pesar de la gran relevancia biolégica de
este compuesto. A diferencia de lo que ocurre con los derivados oxidados, el
comportamiento fotoquimico de H:Nep es sustancialmente distinto al de 7,8-
dihidrobiopterina (H2Bip). Debido a este hecho, los resultados obtenidos para ambos
compuestos se presentan en dos capitulos diferentes. Como se entendera mas adelante,
la fotoquimica de H2Bip es mas compleja, motivo por el cual se decidi6 presentar

primero los estudios correspondientes a HaNep.

Todos los experimentos se realizaron a pH fisiolégico debido a que, como se
explicd en el Capitulo 2, estos dihidroderivados estan presentes en los seres humanos.
Asimismo, tienen valores de pKa mayores a 10, motivo por el cual, en soluciones neutras,
solo esta presente la forma &acida de estos compuestos. Se determinaron los
rendimientos cuanticos de consumo del dihidroderivado a distintas concentraciones de
O2 (condiciones de aerobiosis y anaerobiosis), se estudiaron los productos, la

produccion de EROs y se investigaron los mecanismos de reaccion.
8.1 Irradiacion de HoNep

Se irradiaron soluciones acuosas del dihidroderivado a pH fisioldgico (—~ 7,0),
utilizando el Sistema de irradiacién | (350 nm, Seccién 4.3). Los experimentos se
realizaron en aire, en atmésfera saturada en Oz y en condiciones anaerdbicas (Seccion
4.2.4). En la Figura 8.1 se muestran los cambios espectrales sufridos por soluciones de
H>Nep ([H2Nep] =107 uM, 124 uM y 148 uM en atmaOsferas con porcentaje de Oz de 0 %,
21 %y 100 %, respectivamente). En todos los casos se observaron cambios espectrales
idénticos: disminucién de la intensidad de la banda de menor energia del reactivo y
aumento de la absorbancia en el intervalo 240 - 270 nm. Dichos cambios espectrales
ocurrieron a la misma velocidad en las 3 condiciones estudiadas. Mas aln, se observaron
varios puntos isosbésticos a 240, 268, 288 y 303 nm, los cuales fueron iguales para las

tres condiciones y se mantuvieron constantes por mas de 6 min de irradiacion. Estos
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resultados sugieren que un unico proceso fotoquimico tiene lugar cuando se irradian

soluciones de H2Nep y que el mismo es independiente de la presencia de Oo.
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Figura 8.1 Evolucion de los espectros de absorcion durante la irradiacion de soluciones
acuosas de HzoNep. a) [H2Nep]o = 107 uM, pH =6,7,ti =0, 1, 2, 3, 4, 5 min, en condiciones
anaerobicas, b) [HzNeplo = 124 uM, pH = 7,0, ti = 0, 1, 2, 3, 4, 5 min, en condiciones
aerobicas, c) [H2Nep]o = 148 uM, pH = 6,8, ti = 0, 1, 2, 4, 6 min, en atmésfera saturada en
0. Camino 6ptico = 0,4 cm. Sistema de irradiacion |. Parte inferior: EDE

Tal como se describié en el Capitulo 2, los 7,8-dihidroderivados no son
completamente estables en soluciones acuosas aireadas, sufriendo una lenta oxidacion.
Debido a que todas las soluciones se prepararon en condiciones aerobicas, previo al
estudio de las reacciones fotoquimicas, las soluciones de H2Nep fueron analizadas por
HPLC. Como se evidencia en la Figura 8.2, el primer cromatograma que corresponde al
reactivo previa irradiacion muestra el pico de HoNep a un tiempo de retencion (tr) de 6,0
min y dos pequefios picos atr = 9,0y 11,1 min que se encuentran como impurezas en las
soluciones de H:Nep, en muy pequefia proporcién. ElI primero (tr = 9,0 min)
corresponde a un compuesto desconocido (llamado arbitrariamente compuesto X), del
cual no se posee el correspondiente patrén. EI mismo posee caracteristicas espectrales
similares a las dihidropterinas. Presenta maximos en 223, 275 y 313 nm, valores muy
parecidos a los maximos de absorcion que presenta el espectro de dihidroxantopterina
(H2Xap, 223, 274 y 310 nm). El segundo pico (tr = 11,1 min) corresponde justamente a
HoXap y se encuentra en una proporcion de ~ 12 — 15 % con respecto a la
concentracion de HoNep. Como se detall6 en el Capitulo 2, H2Xap es el producto principal

de la reaccién de oxidacion de H2Nep por O disuelto,! por lo tanto, su concentracion se
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incrementa cuando se almacena la solucién de HoNep por un largo periodo de tiempo en
contacto con O2. Sin embargo, a pesar de la presencia de estas impurezas es importante
destacar que, por un lado, las mismas estan en muy baja proporcion (< 2 %) y, por otro,
estos dos contaminantes no son capaces de afectar la fotoquimica de H2Nep, pues estos
compuestos no presentan absorcion en la regién del espectro correspondiente a la

longitud de onda de excitacion (Figura 8.3).
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Figura 8.2 Cromatogramas (Aan = 245 nm) obtenidos de la irradiacion de una solucion de
H2Nep en presencia de Oz ([H2Nep]o =148 uM, pH = 6,6). Espectros de absorciéon de P1, P2
y P3. Sistema de irradiacion | y Equipo HPLC I.

Cuando se analizaron las soluciones irradiadas en presencia de Oz por HPLC, se
observo que a medida que pasa el tiempo de irradiacién el pico del reactivo disminuye
(Figura 8.2), se mantienen relativamente constantes los picos de HoXap y del compuesto
X'y, ademas, aparecen 3 productos (llamados arbitrariamente P1, P2 y P3). Estos 3
productos presentan tr menores al del reactivo. Examinando los cromatogramas a
distintas longitudes de onda se observa que los picos P2 y P3 crecen simultdneamente
con el tiempo de irradiacién y son mucho mayores que el pico P1, sugiriendo que este
altimo es un producto minoritario. Como se aprecia en la Figura 8.2, los espectros de
absorcién de P2 y P3 son muy parecidos entre si, con maximos a 245y 282 nm. Esto es

consistente con los cambios espectrales observados previamente, debido a que los
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productos aumentan la intensidad de la absorbancia en el intervalo de 240 - 270 nm. Los
mismos perfiles cromatograficos se observaron para las soluciones irradiadas en

ausencia de O, y en atmosfera saturada en Os.

1.0 1 —— H,Nep
H,Xap
compuesto X
0.8
3 |
£ 06
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2
0.4 - /\
Y M\I\
0.0 T .
200 300 400 500
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Figura 8.3 Espectros de absorcién normalizados de H:Nep, H>Xap y compuesto X,
registrados con el detector del Equipo HPLC I. La posicién de la barra violeta sefiala la Aexc
utilizada en el Sistema de irradiacion .

Luego, se realizaron los perfiles de concentracion del reactivo en funcién del
tiempo de irradiacion (Figura 8.4), y en concordancia con el anélisis espectral, en las tres
condiciones experimentales, se aprecian perfiles muy parecidos. Los valores de
velocidad inicial de consumo de HzNep obtenidos a las distintas concentraciones de O>
fueron muy similares: 0,20 + 0,01; 0,20 + 0,01y 0,23 £ 0,01 uM/s, para la irradiacion en
presencia de Oz en ausencia de O y en condiciones de saturacion en O,

respectivamente.

En el caso de los productos P2 y P3, se graficaron los perfiles de area vs. tiempo
de irradiacion (Figura 8.4), considerando que fue imposible determinar su
concentracion debido a la falta de estandares o patrones para realizar las
correspondientes curvas de calibracion. Es notorio como las areas de ambos productos
evolucionan de manera similar. Asimismo, la velocidad de incremento de las &reas es
igual, dentro del error experimental, para las tres condiciones, ratificando que el O2 no
afecta la velocidad del proceso y que, indiscutiblemente, no se necesita dicho gas para
generar los productos P2 y P3. Es importante destacar que el area del producto P1 tuvo

un crecimiento despreciable en el tiempo que duraron los experimentos.



Fotoguimica de dihidroneopterina . 117

160

a) b) c)
120 1
=
=
3
I3 80_
=z
N
T 401
0
o 1.2 3 4 5 0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5 6
tiempo/min tiempo/min tiempo/min
0O 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5 6
] +IP2 1 1 1 1 ﬂ +IP2 1 1 1 1 +IP2 1 1 1 1 i
5 400 o b J /
2300 1 /
N~
R 200 - /
Q o o g
S1007 o o
o o o
0 & - =

Figura 8.4 Evolucion de la concentracion de HaNep con el tiempo de irradiacion. [HaNep]o
=148 uM, pH = 6,6: a) solucidn aireada, b) condiciones anaerdbicas y c) saturacion en Os..
Sistema de irradiacion | y Equipo HPLC I. Parte inferior: evolucién en el tiempo de las
areas de los picos cromatograficos correspondientes a P2y P3.

En otro experimento, se determind la variacion en la concentracion de O disuelto
en la solucion durante la irradiacion de soluciones de HoNep. Para tal fin se utiliz6 un
electrodo selectivo a dicho gas (Seccion 5.7). Como se puede observar en la Figura 8.5, el
consumo de Oz es muy bajo si se tiene en cuenta que la concentracion de HoNep varié de
141 a 30 pM en ese periodo de tiempo. Es decir que si la relacion de consumo de Oz y
H2Nep fuera 1 a 1, entonces el consumo esperado de O, seria de 111 pM. Sin embargo,
los resultados experimentales muestran que, en las condiciones de irradiacion
empleadas, la cantidad total de O consumida fue de sélo 33 puM. Esto evidencia
claramente que en la formacién de P1, P2 y P3 no participa el O, disuelto en el medio. La
variacion en la concentracion de O, puede atribuirse a la oxidacion de HoNep descripta
en la Seccion 2.3, a una ligera disminucion de la solubilidad por aumento de la

temperatura o a una combinacién de ambas.

R
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Figura 8.5 Evolucién de la concentracion de O, en soluciones de HzNep con el tiempo de
irradiacion. [HoNep]o = 141 uM, pH = 7,2. Sistema de irradiacion |.

8.2 Analisis de los productos por espectrometria de masa

De lo expuesto anteriormente se desprende que las caracteristicas espectrales de
los productos principales P2 y P3 (Figura 8.2) no son compatibles con los espectros de
las dihidropterinas o con los de las pterinas oxidadas. En consecuencia, estos productos
no pudieron ser identificados cromatograficamente por comparacién con patrones
comerciales disponibles en el laboratorio. Por lo tanto, y con el objeto de realizar una
primera caracterizacion de P2 y P3, se recurrio al uso de técnicas de espectrometria de
masa.

Las soluciones de H2Nep fueron irradiadas con el Sistema de irradiacion Il (335
nm, Seccidn 4.3) hasta obtener una cantidad apreciable de productos (ti = 30 min).
Luego, se analizaron las muestras por espectrometria de masa con ionizacion
electrospray (Equipo MS 1), previa separacion de los productos por HPLC (Seccion 5.4).
El anélisis fue llevado a cabo en modo positivo y negativo (ESI*y ESI-, respectivamente).

Primero, se analiz6 la muestra sin irradiar, donde se detecto el ibn molecular del
reactivo HoNep como [M-H]- a m/z = 254,2 (modo ESI-). En modo ESI*, se detect6 como
[M+H]* y su aducto [M+Na]* con valores de m/z = 256,2 y 278,2, respectivamente
(Figura 8.6.a). La investigacion se continué utilizando el modo ESI*, porque en estas
condiciones de analisis se obtuvo una mejor relacién sefial/ruido. En las muestras
irradiadas se verifico el pico del reactivo y se obtuvo el i6n molecular de los dos
productos, P2 y P3, con m/z = 511. Este valor corresponde a [M>+H]* =2 x 255+ 1y se

aprecié también un pico en m/z = 534,4 correspondiente al aducto [M>+Na]*. Ademas, se
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detectd la presencia de un pico significativo en m/z = 256,2 (igual al del reactivo). Esto
se observa claramente en la Figura 8.6.b donde se expone, a modo de ejemplo, el
espectro de masa de P2. El espectro de masa correspondiente a P3 es igual al de P2.
Consecuentemente, las masas moleculares de P2 y P3 son equivalentes a exactamente el
doble de la masa molecular de H2Nep. Estos resultados sugieren fuertemente que P2 y
P3 son dimeros del reactivo y que la via de fragmentacion mas eficiente durante el
proceso de electrospray es la rotura de estos dimeros para generar el correspondiente
mondmero, motivo por el cual se observa el pico en m/z = 256 con mayor intensidad

que el correspondiente ion molecular.
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Figura 8.6 Espectros de masa (modo ESI+). a) Pico correspondiente a H:Nep en un
cromatograma de la solucién patron. b) Pico correspondiente a P2 en un cromatograma
de una solucién de HzNep irradiada en condiciones anaerdbicas, ti = 30 min. Sistema de
irradiacion 11y Equipo MS 1.

Para corroborar los pesos moleculares, se realizaron experimentos utilizando un
espectrometro de masa de alta resolucion con analizador TOF (Equipo MS I, Seccidn
5.4). Este equipo, de mayor sensibilidad, provee una mayor resolucion en el anélisis y
proporciona valores m/z de los distintos compuestos con hasta 4 decimales. Para el pico
del cromatograma correspondiente a HxNep se registr6 el i6n molecular
correspondiente a [M+H]* con un valor de m/z = 256,2732. Esto corresponde a una
composicion elemental de CoH13Ns04 + 1H con un error con respecto al valor teérico de
168,6 mDa. Al analizar luego la muestra de HoNep irradiada, se procedid a calibrar el
equipo con el valor tedérico de la masa del reactivo previamente calculada v,
posteriormente, se determinaron los valores m/z para los picos correspondientes a los
dimeros. Para ambos productos P2 y P3 se observd el mismo ion molecular con valor de

m/z = 511,2026. Este valor corresponde a [M>+H]* con composicion elemental de

R
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C18H26N100g + 1H y un error con el valor teérico de -1,3 mDa. En la Figura 8.7 se muestra
el espectro de masa correspondiente al pico P2. Estos resultados confirman
fehacientemente la naturaleza dimérica de los productos, los cuales estan formados por
dos moléculas de reactivo unidas entre si y, cuya ionizacion da lugar a la formacién y
deteccion del mondmero. Las estructuras de estos compuestos seran estudiadas mas

profundamente en el Capitulo 11.
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Figura 8.7 Espectros de masa (modo ESI+) de P2 de una solucién de H:Nep irradiada en
ausencia de O (ti = 30 min). Sistema de irradiacion Il y Equipo MS II.

8.3 Rendimientos cuanticos

Los rendimientos cuanticos de consumo de reactivo (®-12nep) (Seccidn 4.4) fueron
determinados en las distintas atmosferas (aire, saturacion en Oz y condiciones
anaerobicas). El valor encontrado fue equivalente, dentro del error experimental, en las
tres condiciones. De esta manera, se confirma que la eficiencia de fotodimerizacién de
H>Nep es independiente de la concentracion de O.. Por otro lado, estos resultados
sugieren que la generacién de los productos provendria, a diferencia de lo observado
para las pterinas oxidadas, del estado excitado singlete de HoNep (tH2Nep*) pues, en
caso de proceder del estado excitado triplete (3H2Nep*), ®-nonep S€ Veria modificado con
la concentracién de O». Esto concuerda con trabajos previos en los que se sugirié que los
dihidroderivados no son capaces de generar 10> debido a que no forman estados
excitados tripletes.2

Dado que el proceso fotoquimico global es una fotodimerizacién, el mecanismo
necesariamente debe involucrar alguna etapa bimolecular en la que participan dos
moléculas de reactivo. Para investigar si este hecho implica una dependencia de la

eficiencia del proceso con la concentracion del reactivo, se determinaron 10s ®-ponep @
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diferentes valores de concentracion inicial de reactivo. Se utilizé6 un intervalo de
concentraciones de 1 a 160 puM. Es importante aclarar que no fue posible extender el
rango a mayores valores debido a problemas de solubilidad del reactivo, ni a menores
concentraciones debido a los limites de deteccidon del cromatografo. Como se puede
observar en la Figura 8.8, en el intervalo de concentraciones utilizado, ®-Honep €S
independiente de la concentracion inicial de HoNep y el valor promedio obtenido es de
0,038 + 0,005. Este valor es bajo si se compara con los valores obtenidos para Bip o Nep
en ausencia de Oz (®sip = 0,10 £ 0,01 y dnep = 0,11 + 0,01; Capitulo 6), pero es mas
elevado que los valores encontrados para otros dihidroderivados como ser 6-formil-7,8-
dihidropterina (HzFop, ®.H2rop = 0,00113 + 0,00009).3 No fue posible calcular los
rendimientos cuanticos de los productos, debido a que no se poseen los estandares para

realizar las correspondientes curvas de calibracion.
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Figura 8.8 Rendimientos cuanticos de consumo de HzNep (®@-r2nep) €n funcidon de la
concentracion de HzNep. Valores determinados a partir de soluciones saturadas en Ar,
airey Os.

8.4 Anélisis del mecanismo de reaccion

Teniendo en cuenta que H2Nep no genera 10,2 y que el rendimiento cuantico de
consumo es independiente de la concentracion de Oz disuelto en el medio, se puede
descartar la participacion del estado excitado triplete (3H2Nep*) en el mecanismo de

reaccion. Por lo tanto, la fotodimerizacién podria consistir en un proceso bimolecular en

———
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el cual el estado excitado singlete de HoNep (*H2Nep*) reacciona con otra molécula de

H2Nep en estado fundamental (reacciones 1-3):

H2Nep %1H2Nep* qp,)» (1)
H,Nep + tH,Nep*——> (H,Nep), Kdim (2)
1H2Nep*é HzNep kM (3)

donde qp,. es la intensidad de la radiacion absorbida por HoNep (einstein L1 s'1); Kdim €S
la constante de velocidad bimolecular de la reaccion de dimerizacion (M-1s1); km es la
constante de velocidad monomolecular de desactivacion de *HaNep* (s'1) y comprende a
kisc (constante de entrecruzamiento de sistemas), kr (constante de fluorescencia) y kic

(constante de conversion interna). Como kisc y kr son despreciables, km = Kic.

Si este mecanismo fuese correcto, la velocidad de consumo de HoNep estaria dada

por la ecuacién 4:

i (d[Hle\tlep]> = 2k, [*H,Nep’] [H,Nep] (4)

Suponiendo la hipotesis de estado estacionario (EE) paralH2Nep*, la concentracion de

dicha especie ([tH2Nep*]ee) puede ser calculada de la siguiente manera:

d[*H,Nep’ X .
(% =0=q, -<kM ['H,Nep]+k,, [*H,Nep'] . [HZNep]> (5)
<kM + kdim[HzNep]> [*H,NepT,.=d,, (6)
q
'H_Nep].. = pA v
el Ner) )
Reemplazando [*H2Nep*] en la ecuacion 4, se obtiene:
[dH Nep]| _ 295, Kim [HNEP] )
dt Ky + Ky, [H,NEP]

Consecuentemente, el rendimiento cuantico de consumo de reactivo (Seccion 4.4) esta

dado por:

2k, [H,Nep]

-H2Nep ~ kM N kdim [H2Nep]

©)
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La expresion obtenida para ®-ronep muestra una dependencia de este parametro
con [Hz2Nep]. Esto se contradice con los resultados experimentales ya expuestos, tales
como, la cinética de pseudoprimer orden hasta un 40% de consumo del reactivo (Figura
8.4) y el ®.12nep independiente de [HaoNep] (= 0,04).

Otro mecanismo posible seria que 2IH:Nep* pueda convertirse en un
intermediario (IS) que reacciona con HoNep en estado basal para generar los dimeros

(reacciones 10-13):

H,Nep ———> H,Nep* dpa (10)
IH,Nep*—> IS Kis (1)
IH,Nep* ———> H,Nep kv = K¢ (12)

HaoNep + IS ——> (H2Nep): K’ dim (13)

donde kis es la constante de velocidad monomolecular de formacién de IS y K'aim €s la
constante de velocidad bimolecular de la reaccion de dimerizacién. En este caso la

velocidad de consumo del reactivo estaria dada por:

: é[%% = 2k, [1S] [H,Nep] (14)

Asumiendo condiciones de estado estacionario (EE) para el caso del intermediario, la

concentracion del mismo ([IS]eg) puede calcularse como:

<¥>: " kls [1H2Nep*] - k'dim[IS]EE [HzNep] (15)
Kig ['H,Nep] =K'y, [1S]g [H,Nep] (16)
ks [*H,Nep]

=[IS
o iR ¢

Y para el estado excitado singlete [*H2Nep*]ee

dl*H,Nep])_ , _ * *
<+ =0=0q,, _<k|c ["H,Nep ] + kig['H,Nep ]EE> (18

(ki + ks J''HNep T = ay,, (19)
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q
1 i T p.A
[(H,Nep ] = Ko+ ke (20)

Reemplazando [*H2Nep*]ee en la ecuacion (17) y luego [IS]ee en (14), se obtiene:

K5O
[1S]..= 1S "p.A (21)
K gim[HoNepI(k,c + k)
(dIHNep]| 2K, (22)
dt kIC + kIS
Y el rendimiento cuantico queda expresado por la siguiente ecuacion:
2k

-H2Ne =
i kIC + kIS

En este caso, ®.nep deberia ser constante independientemente de la
concentracion de HxNep inicial, tal como se observa experimentalmente (Figura 8.7).
Teniendo en cuenta que el valor calculado de ®-Haonep €S cercano a 0,04, la constante de
velocidad de fotodimerizacién/fototautomerizacion de HoNep (kis, reaccion (11) podria

estimarse en 2 % de la constante de velocidad de desactivacion de S (kis /kic ~ 0,02).
8.5 Conclusiones

A lo largo de este capitulo se ha demostrado que durante la irradiacién de
soluciones acuosas de H:Nep, ya sea en presencia 0 ausencia de Oz, se produce una
fotodimerizacion con rendimiento cuantico de consumo de reactivo (®.H2nep) de 0,038 +
0,005. A partir del estado excitado singlete del reactivo (*H2Nep*), se genera un
intermediario (IS) que luego reacciona con una molécula de HzNep en estado
fundamental, dando lugar a la formacion de dimeros con un peso molecular exactamente
igual al doble de del peso de HaNep. El valor de ®.ionep NO depende ni de la
concentracion de Oz ni de la concentracion inicial de reactivo. El anélisis global de los

resultados permite plantear el mecanismo de reaccion presentado en el Esquema 8.1.
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(H,Nep), (H,Nep),

Esquema 8.1 Mecanismo de fotodimerizacion H:Nep bajo irradiacion UV-A en solucion
acuosa.

1
H,Nep

>

H,Nep
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Capitulo 9

-~

Fotoquimica de 7,8-dihidrobiopterina

La fotoquimica de 7,8-dihidrobiopterina (H2Bip) en solucién acuosa se presenta
en un capitulo separado al correspondiente a la fotoquimica de 7,8-dihidroneopterina
(H2Nep) porque, como se menciond anteriormente, el comportamiento fotoquimico de
ambos compuestos es diferente. Para facilitar la lectura de este capitulo se puede
adelantar que, ademas de fotodimerizar, H2Bip sufre, en presencia de Oz, un proceso de
fotooxidacion. Esta fotooxidacion presenta una cinética compleja y de dificil
interpretacion, motivo por el cual la descripcion de su mecanismo de reaccion se
analizard en detalle recién en el préximo capitulo. En el presente se muestran los
resultados correspondientes a la identificacion de fotoproductos, determinacion de
rendimientos cuanticos de consumo de H2Bip e investigacion de la participacion del O>.

Finalmente se discuten las implicancias bioldgicas de los resultados presentados.
9.1 Irradiacién en ausencia de oxigeno

Soluciones acuosas de H2Bip (50 - 200 uM, a pH = 7,0), fueron saturadas en Ar,
para eliminar el O disuelto (Seccion 4.2.4). Luego fueron irradiadas utilizando los dos
sistemas de irradiacion previamente descriptos (Seccion 4.3). Esta irradiacion produjo
cambios caracteristicos en el espectro de absorcién muy similares a los observados para
HoNep: disminuyd la banda centrada a 330 nm (Figura 9.1) y aumentd la absorbancia a
longitudes de onda menores a 300 nm. Ademas, se observaron puntos isosbésticos a
239, 270, 286 y 304 nm que permanecieron invariables por mas de 10 min de
irradiacion, sugiriendo la presencia de un Unico proceso quimico durante el intervalo de

tiempo analizado.
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Figura 9.1 Evolucion del espectro de absorcion de una soluciéon de H.Bip en ausencia de
O2 ([H2Bip]o = 108 puM, pH = 6,6) en funcion del tiempo de irradiacion. Espectros
registradosa0, 1, 2, 3,4, 5, 6,8y 10 min. Camino éptico = 1 cm. Sistema de irradiacion I.

Las muestras irradiadas se analizaron por HPLC y se observ un comportamiento
similar al descripto para H2Nep. Por un lado, el area del pico de H2Bip disminuy6 con el
tiempo de fotdlisis. A su vez, se observo la aparicién de tres picos (P1, P2 y P3), con
tiempos de retencion menores al del reactivo, cuyas areas se incrementaron a medida
que aument6 el tiempo de irradiacion (Figura 9.2). Asimismo, el analisis de los
cromatogramas a distintas longitudes de onda mostré que el area de los picos P2 y P3
aumenta simultdneamente, y a su vez, son mucho mayores que el area de P1, lo cual
sugiere que P1 es un producto minoritario. Mediante el uso del detector UV-vis con
arreglo de diodos del Equipo HPLC I se obtuvieron los espectros de absorcion de estos
tres productos. Claramente, P2 y P3 muestran espectros de absorcion muy similares
entre si, con una banda con maximos en 246 y 282 nm y sin absorcion por arriba de 320
nm (Figura 9.2). Estos resultados son consistentes con los espectros de absorcion
mostrados en la Figura 9.1. Apreciando la similitud con los productos de la fotélisis de
H>Nep (Capitulo 8), ya sea en tiempos de retencion como en espectros de absorcion, se
puede pensar en la formacion de dimeros de H2Bip. Esta hipétesis sera desarrollada con
mayor detalle mas adelante. Es importante mencionar ademas que, en las soluciones
irradiadas en atmosfera de argon, no se manifesto la presencia de biopterina (Bip) ni de

H-0- en el analisis por HPLC y por el método enzimatico, respectivamente.
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Figura 9.2 Cromatogramas (Aan = 245 nm) obtenidos de la irradiacion de una solucion de
H2Bip en ausencia de O, ([H2Bip]o =143 puM, pH = 6,7). Espectros de absorcion de P1, P2y
P3. Sistema de irradiacion | y Equipo HPLC .

A partir de las areas de los picos y de la correspondiente curva de calibracion, se
obtuvo el perfil de concentracién de H2Bip con respecto al tiempo de irradiacion, el cual
se aprecia en la Figura 9.3. Se observa claramente la disminucién de la concentracion del
reactivo, con el consecuente aumento en el area de los productos P2 y P3. Cabe aclarar
que el area del producto P1 tuvo un crecimiento despreciable en el tiempo que duraron
los experimentos.

A partir de la velocidad de consumo y de la intensidad de radiacién absorbida por
el reactivo se calculé el rendimiento cuantico de consumo de H2Bip (D-+2sip, Seccion 4.4).
El valor promedio calculado a partir de los resultados obtenidos en distintos
experimentos fue de ®.428ip = 0,053 £ 0,003. Este valor es muy similar al determinado

para ®@.H2nep, €XPUesto en el capitulo anterior.
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Figura 9.3 Evolucién de la concentracién de HzBip con el tiempo de irradiacion de una
solucién de H2Bip en ausencia de O ([H2Bip]o = 108 pM; pH = 6,6). Sistema de irradiacion
Iy Equipo HPLC I. Inset: evolucién de las areas de P2 y P3 con el tiempo de irradiacion.

9.2 Irradiacion en presencia de oxigeno

Cuando soluciones acuosas aireadas de H:Bip (50-200 uM, pH = 7,0) fueron
irradiadas con el Sistema de irradiacion | a 350 nm (Seccion 4.3), los cambios
espectrales registrados fueron muy distintos a los detectados en ausencia de Oz (Figura
9.4.a), a diferencia de lo observado para H2Nep. En este caso, se observé que la banda de
menor energia de H2Bip disminuyd, pero a partir de un tiempo determinado comenzo a
aumentar la absorbancia a longitudes de onda mayores a 340 nm. En esta region del
espectro las pterinas oxidadas tienen su banda de absorcidn tipica (Figura 2.5, Capitulo
2). Ademas, los puntos isosbésticos no permanecieron constantes durante la ventana de
tiempo analizada, sugiriendo asi la existencia de reacciones secundarias o la presencia
de varios procesos, cuya contribucion al consumo de reactivo cambia durante el
experimento. En la Figura 9.4.b se observa la evolucion de la absorbancia a distintas A

mostrando la complejidad cinética de los cambios espectrales de este proceso.
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Figura 9.4 a) Evolucion del espectro de absorcion de una solucién de H2Bip en presencia
de Oz en funcion del tiempo de irradiacion. [HzBip]o = 100 pM, pH=7,0,ti=0, 1, 2, 3, 4, 5,
6, 8 y 10 min. b) Evolucién de la absorbancia a 232, 254, 330 y 360 nm en funcién del
tiempo de irradiacion. Camino 6ptico = 1 cm. Sistema de irradiacion |.

Las muestras irradiadas se analizaron por HPLC donde se detect? la presencia de,
al menos, seis fotoproductos tal como se observa en la Figura 9.5. Comparando los
tiempos de retencion y los espectros de absorcién registrados por el detector del
cromatdgrafo, se deduce que tres de ellos son los mismos que se observaron en ausencia
de O2 (P1, P2, P3, Figura 9.2). Con respecto a los otros tres productos, sus tiempos de
retencién y espectros son idénticos a los obtenidos con soluciones estandar de Bip, 6-
formilpterina (Fop) y 6-carboxipterina (Cap). La formacion de estas pterinas oxidadas
explica el aumento de absorbancia a A > 340 nm observado en los espectros de las
soluciones irradiadas (Figura 9.4), y revela la existencia de una via de reaccién oxidativa
adicional a la ya descripta para la irradiacion en ausencia de O2. Teniendo en cuenta las
reacciones de fotooxidacion descriptas en el Capitulo 6,12 Bip seria el primer
fotoproducto en la via oxidativa de H:Bip y, posteriormente, este compuesto se
fotooxidaria para generar Fop, el cual, a su vez, se oxidaria fotoquimicamente a Cap. De
esta manera, se pone de manifiesto una diferencia sustancial con el comportamiento
fotoquimico de H2Nep ya que, como se explicé en el capitulo anterior, cuando se irradia
este compuesto en presencia de O, sélo se generan los dimeros. Cabe destacar que el
espectro de Cap observado en la parte inferior de la Figura 9.5, se encuentra deformado,

debido a que se superpone en tiempo de retencién con P2.
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Figura 9.5 Cromatogramas de una solucion de H.Bip aireada ([H2Bip]o = 144 pM, pH = 7,2)
irradiada por 6 min. En color rojo y color verde se muestran los cromatogramas
registrados con Aan = 250 nm y 380 nm, respectivamente. Espectros de absorcion de cada
compuesto. Sistema de irradiacion | y Equipo HPLC .

Los perfiles de concentracion muestran, como era de esperar, que tanto el

consumo del reactivo como asi también la produccion de Bip aumentan con el tiempo de

irradiacion (Figura 9.6.a). Sin embargo, desde el punto de vista cinético, se observa un
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comportamiento muy particular: el consumo de H2Bip aumenta su velocidad con el
tiempo de irradiacion. Vale la pena sefialar que este fendmeno, el cual sera analizado en
detalle mas adelante, no se registrd durante las irradiaciones de H2Bip en ausencia de Oz
(Seccién 9.1). Por otro lado, se observé en distintos experimentos que la concentracién
de Bip alcanzaba un méaximo a un determinado tiempo de irradiacion, a partir del cual
comenzaba a disminuir como consecuencia de su propia fotooxidacién, generando Fop.
Del mismo modo, la concentracion de Fop alcanzaba un maximo y luego decrecia debido
a su degradacion fotoquimica produciendo Cap. Este comportamiento global de los
perfiles de concentracién, mostrado a modo de ejemplo en la Figura 9.6.a para un
experimento tipico, indica entonces que inicialmente H.Bip se oxida a Bip y, a
continuacion, este compuesto sufre la secuencia de oxidaciones descriptas en el Capitulo

6 que conduce a la acumulacién de Cap como producto final.

En el perfil de concentracion de Bip mostrado en la Figura 9.6 se aprecia que la
velocidad de formacion de este compuesto aumenta con el tiempo de irradiacién. Méas
aun, si se suman a cada tiempo de irradiacion las concentraciones de todos los productos
oxidados ([Bip]+[Fop]+[Cap]), se obtiene la concentracién total de H2Bip que reacciona
a través de la via fotooxidativa. La velocidad de formacién de pterinas oxidadas aumenta
con el tiempo de irradiacion (Figura 9.6.b). Esto demuestra que la aceleracién registrada
en el consumo de reactivo se debe a un aumento en la velocidad de la via oxidativa.

Por otro lado, el area de los picos cromatograficos de P2 y P3 muestra un
continuo aumento sin aceleracion (inset, Figura 9.6.a), el cual llega a un plateau que
coincide légicamente con el momento en que se consume todo el reactivo. Se puede
evaluar la cinética de la via de fotodimerizacion estimando para cada tiempo de
irradiacién la concentracion de fotodimeros mediante la siguiente expresion
[fotodimeros] = [H2Bip]o-[H2Bip]-[Bip]-[Fop]-[Cap]. Este balance de masa fue incluido en
los perfiles de concentracion de la Figura 9.6.b y puede apreciarse que, en concordancia
con la evolucion temporal de las areas de P2 y P3, la concentracidn de estos fotodimeros
calculada con la ecuacién anterior, no sufre aceleracion como si sucede con la via
oxidativa. Ademas, queda claro que cualitativamente la fotodimerizacion es significativa,
constituyendo alrededor del 40 % del consumo total de H2Bip en el experimento de la
Figura 9.6.

Por lo tanto, queda claro que existen dos vias de consumo de H2Bip en presencia

de O2: la primera es la formacién de P2 y P3, la cual es de esperar ya que se observo

R
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previamente para H2Bip en ausencia de Oz y para H2Nep en presencia y ausencia de O
(Capitulo 8), mientras que la segunda, es una via oxidativa que muestra un efecto

cinético que podria calificarse como auto-fotocatalitico.

100 —— HyBip b) —e— H,Bip
Bip 3907 —A— [Bip]+[Fop]+[Cap]
Fop 3200 ] —&— [fotodimeros]
s 80 - —&— Cap &
J £ 100
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Figura 9.6 a) Evolucion de las concentraciones con el tiempo de irradiacion ([H2Bip]o =
100 pM, pH = 7,0). Inset: Evolucién del area total de P2+P3 con el tiempo de irradiacion.
b) Evolucién de la suma de Bip, Fop y Cap y de la concentracion calculada de los
fotodimeros a cada tiempo de irradiacion. Sistema de irradiacion |y Equipo HPLC .

Debido al fendmeno de aceleracién observado para la via oxidativa, se decidid
estudiar la reaccion prestando mayor atencion a la primera etapa del proceso. Es decir,
al intervalo de tiempo durante el cual no se evidencia la fotooxidacion de Bip. Para ello
se repitieron experimentos realizados en condiciones similares a las del experimento
presentado en la Figura 9.6, pero analizando solamente los dos primeros minutos de
irradiacién. Como se observa en la Figura 9.7, en esta etapa inicial la fotodimerizacion es
la reaccion principal, con una velocidad de formacién de P2 y P3 constante, al igual que
lo observado en condiciones de ausencia de O.. En cambio, la reaccién de formacion de
Bip adquiere importancia a tiempos de irradiacion mas prolongados, experimentando
un efecto auto-fotocatalitico.

Se determiné el ®.428ip (Seccién 4.4) dentro de la ventana de tiempo donde la
velocidad de desaparicion del reactivo es constante (1 min) (Figura 9.7), obteniéndose
un valor de 0,05 £ 0,01. Cabe aclarar que, al ser muy pequefio el consumo de reactivo
debido a la estrecha ventana de tiempo analizada, el error en el céalculo es
considerablemente elevado. Sin embargo, el valor de ®.y2gip calculado en estas

condiciones se puede considerar igual, dentro del error experimental, al determinado en
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condiciones anaerdbicas. Por otro lado, el rendimiento cuantico de produccion de Bip no
puede ser calculado debido a que la formacion de Bip dentro del primer minuto de
irradiacién es practicamente despreciable (Figura 9.7.a). Sin embargo, puede asumirse

como, al menos, un orden de magnitud menor (®sip < 0,005).

130 &) —— MaBip b)
Bip

s 120 1 150
< g
c i =)

110
‘O
'S , ©™100 -
@ N
k: :
2 <
2 50 1
O 10 T
(&)

—— p2+P3
O T T T T 1 O T T T
0.0 05 10 15 20 0.0 05 10 15 20
tiempo/min tiempo/min

Figura 9.7 a) Evolucion de las concentraciones con el tiempo de irradiacion ([H2Bip]o =
128 puM, pH = 6,9). b) Evolucion del area total de P2+P3 con el tiempo de irradiacion.
Sistema de irradiacion | y Equipo HPLC |

Queda claro entonces que en la primera etapa del proceso fotoquimico, la
fotodimerizacion predomina y ocurre con una eficiencia del orden de la calculada en
condiciones anaerobicas, lo cual coincide, a su vez, con lo descripto para H2Nep
(Capitulo 8). Por otro lado, la via oxidativa es despreciable al comienzo del proceso y
adquiere importancia a tiempos de irradiacibn mayores, convirtiéndose en la via
predominante y siendo responsable, finalmente, de més del 50 % del consumo total de

H2Bip, como fue establecido para el analisis del experimento de la Figura 9.6.

Conjuntamente con los productos cuantificados por HPLC se investigo la
presencia de H>O> en las soluciones irradiadas. Se detecto la formacion de esta especie
reactiva, con un aumento en su concentracién a medida que se incrementa el tiempo de
irradiacion. Como ya se expuso, H>02 se forma también durante la fotolisis de Bip
(Capitulo 6) y Fop3 siguiendo la relacién estequiométrica 1:1. Sin embargo, durante la
fotdlisis de HBip, H202 fue detectado durante los primeros minutos de irradiacién
cuando la fotolisis de Bip es aun insignificante, sugiriendo que esta especie reactiva se

genera simultaneamente con Bip a partir del reactivo.

Para corroborar esta hipotesis se realiz6 un balance de masa en varios
experimentos, abarcando intervalos de tiempo de alrededor de 15 min. Si H20> presente

en las soluciones irradiadas de H:Bip fuese generado Unicamente durante la
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fotoxidacién de Bip y Fop, entonces la concentracién esperada a cada tiempo deberia ser
igual a [Fop]+2[Cap]. Por otro lado, si H20> fuera también producido en la conversion
fotoquimica de H2Bip a Bip con relacién estequiométrica 1:1, su concentracién a un
tiempo de irradiacion determinado deberia ser igual a [Bip]+2[Fop]+3[Cap]. Como se
puede observar en la Figura 9.8, los resultados experimentales coinciden con la segunda
hipétesis, confirmando asi que H202 fue generado no solo en la fotélisis secundaria de

Bip y Fop, sino también en la propia oxidacién de H2Bip a Bip.

—— [Fop]+2[Cap]
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Figura 9.8 Evolucion de la concentracion de H>O; en soluciones de H2Bip ([H2Bip]o = 100
uM, pH = 7,0) con el tiempo de irradiacion. Sistema de irradiacion | y Equipo HPLC I.

Para completar el andlisis, se realizaron medidas del consumo de O, a medida que
se irradia una solucion de H2Bip. Para esto se utilizo el electrodo de O, descripto en la
Seccion 5.7. Como se puede observar en la Figura 9.9, la concentracion de O, va
disminuyendo con el tiempo de irradiacion. Asimismo, su velocidad de consumo se va
incrementando, lo que coincide con el efecto auto-fotocatalitico que sufre la via
oxidativa. Analogamente a lo realizado en los capitulos anteriores, luego de finalizar la
fotdlisis, la solucion fue analizada por HPLC, obteniéndose las concentraciones de H2Bip
y pterinas oxidadas. La cantidad de H.Bip que sigue la via oxidativan en este caso, es
aproximadamente 45 % del reactivo total consumido.
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Figura 9.9 Evolucion de la concentracion de O. disuelto en solucion de HzBip con el
tiempo de irradiacion ([H2Bip]o = 152 uM, pH = 7,1). Sistema de irradiacion .

De lo expuesto hasta aqui se desprende que la irradiacion de soluciones aireadas
de H2Bip da lugar a dos vias principales de consumo de reactivo (Esquema 9.1). La
primera es, muy probablemente, una fotodimerizacién similar a la que sufre HoNep. Esta
via es independiente del O2 presente en el medio y coincide con la observada en la
reaccion llevada a cabo en condiciones anaerObicas. La segunda so6lo sucede en
presencia de Oz y consiste en una fotooxidacion en la cual el dihidroderivado se
aromatiza dando lugar a la formacién de su andlogo oxidado, con la consecuente
generacion de H20,. Esta Ultima via de reaccion sufre una aceleracion después de un

cierto tiempo de irradiacion.

P2 +P3
\0\1

L

0>
Bip
Esquema 9.1 Vias fotoquimicas de consumo de H2Bip.

Para evaluar el efecto de la concentracion de Oy, se realizaron experimentos con
soluciones saturadas en dicho gas (Seccion 4.2.4). En la Figura 9.10 se presentan los
perfiles de concentracion del reactivo y los productos formados. Este analisis por HPLC
arrojé resultados similares a los obtenidos en aire. Es decir, se observan dos vias

principales de reaccion: por un lado, la formacion de P1, P2, P3y, por otro, la produccion

R
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de pterinas aromaticas (Bip, Fop y Cap). Sin embargo, se observa una menor velocidad
de formacion de Bip (Figura 9.10.a), acompafiada por una menor produccién de H202
(Figura 9.10.c). Ademas, analizando la reaccion durante los primeros dos minutos de
irradiacion, se determin6 un valor para el ®.y2sip, de 0,05 + 0,01, igual valor dentro del
error experimental a los obtenidos en aire (®-+2gip = 0,05 + 0,01) y en ausencia de Oz (®-
Hegip = 0,053 + 0,003). Esto va aparejado a que la formacién de dimeros, tal como en el

caso de H2Nep, no se encuentra inhibida por el aumento en la concentracion de O».
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Figura 9.10 Irradiacion de una solucion de H2Bip saturada en O, ([H2Bip]o = 146 uM, pH =
7,1). a) Evolucion de las concentraciones de reactivo y productos en funcién del ti. Suma
corresponde a la suma de concentraciones de H2Bip, Bip, Fop y Cap a cada ti. b) Evolucion
del area total de P2+P3 en funcion del ti, c) Evolucién de [H202] y la suma de pterinas
oxidadas en funcion del ti. Sistema de irradiacién | y Equipo HPLC I.

En la Figura 9.11 se muestra en detalle los primeros tres minutos de reaccion del
experimento expuesto previamente. Claramente se observa como la via oxidativa es casi
despreciable comparada con la formacion de los fotodimeros (Figura 9.11.b).

Sabiendo que la velocidad de consumo de H:Bip en aire es mayor que en
condiciones anaerobicas se esperaba un incremento en la velocidad de consumo de
H-Bip en condiciones de saturacién de O». Sin embargo, en experimentos comparativos
realizados en aire y en saturacion de Oz (Figura 9.12) se observa que, como se menciono
anteriormente, la velocidad de formacion de dimeros no se ve afectada y la via oxidativa

se encuentra inhibida.
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Figura 9.11 a) Evolucion de las concentraciones con el tiempo de irradiacion (([HzBip]o =
146 pM, pH = 7,1) Suma corresponde a la suma de concentraciones de HzBip, Bip, Fop y
Cap a cada ti. b) Evolucion del area total de P2+P3 con el tiempo de irradiacion. Sistema
de irradiaciéon | y Equipo HPLC |
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Figura 9.12 Evolucion de las concentraciones de reactivos y productos durante la
irradiacion de soluciones de H2Bip en aire ([H2Bip]o = 143 pM, pH = 7,0) y en atmdsfera
saturada en O ([H2Bip]o = 146 puM, pH = 7,1). Inset: Evolucién con el tiempo de irradiacion
del &rea total de P2+P3. Sistema de irradiacion | y Equipo HPLC I.

Si bien este comportamiento cinético podria considerarse contradictorio, el
mismo ya habia sido observado para otras pterinas oxidadas (Capitulo 6). Por lo tanto,
se puede inferir nuevamente la participacion de estados excitados tripletes para generar
Bip. Es necesario tener en cuenta las especies reactivas generadas durante las distintas

reacciones. Sabiendo que las dihidropterinas presentan una alta reactividad frente a
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especies oxidantes,*7 y que Bip (Capitulo 6) y otras pterinas oxidadas producen
fotoquimicamente diferentes EROs (anién superoxido (O2°-), H202 y oxigeno singlete
(202)),8 fue necesario considerar la produccion fotoquimica de estas especies por Bipy la
subsecuente reaccién con H2Bip como posible via 0 mecanismo responsable del efecto

auto-fotocatalitico observado en la via oxidativa.

Teniendo en cuenta estudios previos, H202 puede ser descartado debido a que,
por un lado, durante el tiempo que duran los experimentos el reactivo no puede ser
oxidado por esta especie reactiva ya que la correspondiente constante bimolecular de
reaccion es relativamente baja (k = 0,027 + 0,002 M1 s, pH=7,1+0,1; 37°C).4 Por otra
parte, el producto de la reaccidon entre H2Bip y H202 no corresponde a Bip, sino a HoXap.
Otra especie reactiva que puede reaccionar con H2Bip es el 102. Si existiera esta reaccion,
estaria ocurriendo una oxidacion del reactivo fotosensibilizada por uno de los

productos. Este punto se analizara en detalle en el capitulo siguiente.
9.3 Analisis de los productos por espectrometria de masa

Para investigar si los productos P2 y P3 generados durante la irradiacién de
H2Bip son realmente de naturaleza dimérica, se analizaron soluciones irradiadas de este
dihidroderivado por HPLC acoplado a un espectrometro de masa con ionizaciéon por
electrospray (Equipo MS I, Seccion 5.4). Se decidi6 trabajar en condiciones de ausencia
de O,, de manera tal de generar casi exclusivamente estos dos fotoproductos. Por lo
tanto, soluciones de H:Bip saturadas en argon, de concentraciones entre 120 y 150 uM
fueron irradiadas con el Sistema de irradiacion Il (335 nm, Seccion 4.3) durante 30 min,

y luego analizadas en modo positivo y negativo (ESI*y ESI-, respectivamente).

Inicialmente se analiz6 una solucion patréon de H2Bip y, como era de esperar, una
sefial correspondiente al i6n molecular de la pterina como la especie [M-H]- a m/z =
238,2 fue registrada en modo ESI-. En la Figura 9.13.a se observa el espectro tomado en
modo ESI* donde se detecta el ion molecular de H2Bip como [M+H]* y el aducto [M+Na]*

am/z =240,2y 262,2, respectivamente.
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Figura 9.13 Espectros de masa (modo ESI+). a) Pico correspondiente a H:Bip en un
cromatograma de la solucién patron. b) Pico correspondiente a P2 en un cromatograma
de una solucion de H:Bip irradiada en condiciones anaerdbicas, ti = 30 min. Sistema de
irradiacion Il y Equipo MS I.

Las muestras irradiadas se analizaron en modo ESI*. En la Figura 9.13.b se
muestra el espectro de masa de P2, obteniéndose un espectro casi idéntico para P3. Se
obtuvo el i6bn molecular a m/z = 479,2, que corresponde a [M2+H]* = 2 x 239 + 1.
Ademas, se observo la presencia de un pico significativo en m/z = 240,2 (igual al del
reactivo). Es decir, que las masas moleculares de P2 y P3 son iguales a exactamente el
doble de la masa molecular de H2Bip, confirmando asi la naturaleza dimérica también en
este caso. Ademas, la via méas eficiente de fragmentacion durante el proceso de

ionizacion por electrospray es la rotura de estos dimeros para regenerar el monémero.

Para este dihidroderivado y sus productos también se realizaron los espectros
masa/masa (MS/MS). Se efectud la fragmentacion del pico m/z = 240,2, para H2Bip, P2,y
P3. En la Figura 9.14 se muestran solo los MS/MS para el reactivo y P2, ya que P3 fue
idéntico a P2. En la fragmentacion de H:Bip se observan sefiales que pueden ser
asignadas a fragmentaciones especificas: un pico mayor con m/z = 165 que corresponde
a la pérdida del sustituyente en el C6 ([M-(CHOH)2CHs+H]*), un pico a m/z = 222
correspondiente a la pérdida de HO ([M-H20+H]*) y un pico a m/z = 196
correspondiente a la pérdida de CO2 ([M-CO2+H]*). Es dificil especular sobre los deméas
fragmentos, porque sus pesos moleculares no corresponden a rupturas que se puedan
interpretar facilmente. Para los picos P2 y P3 la fragmentacion registrada en las mismas

condiciones, es exactamente igual a la observada para H2Bip. Por lo tanto, se comprueba

R
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que cada uno de los mondmeros que forman los dimeros son exactamente iguales a una

molécula de reactivo.
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Figura 9.14 Espectros MS/MS obtenidos en modo ESI+. a) H2Bip, b) P2.

Por ultimo, se analizaron soluciones de H2Bip irradiadas en presencia de aire.
Como ya se habia observado, ademas del reactivo y los dimeros P2 y P3, se detectaron
Bip, Fop, y Cap, las cuales fueron confirmadas con los espectros de masa. La sefial
correspondiente al ion molecular fue detectada en los espectros de masa de los picos
cromatogréaficos de Bip (m/z = 238,3), Fop (m/z = 192,1) y Cap (m/z = 208,1). En la
Figura 9.15 se muestran estos espectros. Por lo tanto, estos resultados también
reafirman la existencia de las dos vias de consumo de H2Bip en condiciones aerdébicas:
formacién de dimeros y de pterinas oxidadas.

Para corroborar los pesos moleculares de los dimeros formados se continu6 con
el estudio tal como se describié para HoNep. Es decir, se realizaron experimentos con un
espectrémetro de masa de alta resolucion (Equipo MS Il, Seccién 5.4). Para H2Bip se
registro el ion molecular correspondiente a [M+H]* con un valor de m/z = 240,1781, el
cual corresponde a una composicion elemental de CoH13NsOz + 1H con un error con
respecto al valor tedrico de 68,4 mDa. Al analizar luego la muestra de H2Bip irradiada, se
procedio a calibrar el equipo con el valor teérico de la masa del reactivo previamente
calculada y, posteriormente, se determinaron los valores m/z para los picos
correspondientes a los dimeros. Para los dos productos P2 y P3 se observo el mismo i6n
molecular con valor de m/z = 479,2098, que corresponde a [M2 +H]* con composicion
elemental de C18H26N1006 + 1H y un error con el valor tedrico de -1,7 mDa (Figura 9.16).
Al igual que para HzNep, estos resultados ratifican la produccion de dimeros a partir de

la fotélisis de HoBip. La estructura de los productos sera analizada en el Capitulo 11.
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Figura 9.16 Espectros de masa (modo ESI+) de P2 de una solucién de H.Bip irradiada en
ausencia de O (ti = 30 min). Sistema de irradiacion 11 y Equipo MS I1.
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9.4 Implicancias biolégicas de las propiedades fotoquimicas de H2Bip

Como ya se mencioné en el Capitulo 2, el vitiligo es un trastorno comun de la piel
caracterizado por la pérdida de la pigmentacion. Se manifiesta como manchas blancas
causadas por la disfuncion de los melanocitos y la consecuente disminucién en la
biosintesis de melanina, el pigmento natural de la piel.® En el tejido afectado existe un
desequilibrio en las concentraciones normales de los distintos componentes de esta via.
La concentracion de HiBip se eleva, debido al aumento en la sintesis de novo y a la
alteracion de la via de reciclado.’® Esto conlleva a la acumulacion de H:Bip y a un
aumento en la concentracion de H>0». Por lo tanto, es de gran importancia conocer las

reacciones quimicas que puede sufrir H2Bip.

Tal como lo han demostrado numerosos estudios, las especies toxicas!! y
fototoxicas® 12 son las pterinas oxidadas. De éstas, Bip y Cap fueron aisladas de la piel de
pacientes que sufren vitiligo,13 por lo que puede especularse que tras la formacion de
Bip a partir de H2Bip y debido a la falta de proteccién contra la radiacion UV, la misma
sufre la via fotooxidativa presentada en el Capitulo 6. Un punto que no ha sido resuelto

hasta el momento es cdmo se genera Bip en la piel.

Por un lado, es sabido que la oxidacion de H2Bip a partir del O, disuelto en el
medio, lleva a la formacion de H>Xap como producto principal (> 80 %) y H2Fop como
producto minoritario.14 Se propuso que Bip podria formarse en la piel por reaccién de
H2Bip con H20,,15 pero trabajos recientes demostraron que a partir de esta reaccion se
genera aproximadamente 90 % de HxXap.* En consecuencia, y al existir, como ya se
menciond, una falta de proteccién en la piel contra la radiacion UV debido a la ausencia
de melanina, lo méas probable es que la via fotoquimica, descripta en este capitulo, sea la
causante de la generacién de Bip a partir de H2Bip. Como ademas de Bip, se genera H202
esta via también contribuye al aumento de la concentracién de esta especie reactiva. De
esta manera, se puede concluir que el estudio fotoquimico de HBip tiene gran
relevancia para la investigacién bioguimica de esta enfermedad, ya que hasta el

momento es la Unica via posible de generacion de pterinas oxidadas.
9.5 Conclusiones

En este capitulo se ha demostrado que cuando H2Bip absorbe radiacion UV-A, dos

vias de consumo son observadas. Por un lado, sin la intervencion del Oz, a partir del
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estado excitado singlete y mediante la generacion de un intermediario, H:Bip se
fotodimeriza generando al menos dos dimeros. Por otra parte, y solo en presencia de O,
H-Bip se oxida produciendo su analogo oxidado (Bip). En las condiciones
experimentales empleadas, esta via oxidativa contribuye muy poco al consumo de H2Bip
en una primera etapa, pero adquiere relevancia al transcurrir el proceso fotoquimico. Es
decir, existe un fendmeno que podria considerarse como auto-fotocatalitico que produce
una aceleracion en la fotooxidacion del reactivo. En esta via oxidativa participarian
estados excitados tripletes y, ademas, se genera H>O>. EI mecanismo propuesto para
estas reacciones se muestra en el Esquema 9.2. Debido a que la fotodimerizacion es la
via predominante al inicio del proceso, los rendimientos cuénticos de consumo de
reactivo, arrojan el mismo valor, dentro del error experimental, para las distintas
atmésferas de 02 (0,053 + 0,003; 0,05 + 0,01 y 0,05 + 0,01, para ausencia de O, solucion
equilibrada en aire y saturada en O, respectivamente) y fueron del orden de los
calculados para H2Nep.

0, H,0, o, H,0, 0, H,0,
*H gip' 4 Bip LhVZ»Fop % Cap

ISC

l - *
H_BIp
hv

H,Bip 1S

(H,Bip), (HzBip)z'

Esquema 9.2 Mecanismo de degradacion sufrido por HzBip bajo irradiacion UV-A
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Oxidacion fotosensibilizada de dihidropterinas

En el capitulo anterior se expuso que 7,8-dihidrobiopterina (H2Bip) en presencia
de O sufre fotooxidacién para generar biopterina (Bip) y H20.. Este proceso, en las
condiciones experimentales utilizadas, aumenta su velocidad con el tiempo de
irradiacion. Este efecto auto-fotocatalitico podria tener su origen, tal como ya se sugirio
en el Capitulo 9, en un proceso de fotosensibilizacién en el que los productos estarian
involucrados. Es decir, algun producto absorberia parte de la radiacién incidente y el
mismo, desde su estado electrénico excitado seria capaz de reaccionar con el reactivo,
induciendo su oxidacién. Este proceso tendria como consecuencia un aumento global de
la velocidad de consumo de H2Bip a medida que el producto fotosensibilizador se va
acumulando en el medio de reaccion. Tal como se explicd en el Capitulo 1, existen
diferentes mecanismos a través de los cuales un compuesto puede actuar como

fotosensibilizador frente a otro.

En este capitulo se propone investigar si el efecto auto-fotocatalitico de la via
oxidativa de H2Bip es, en verdad, consecuencia de un proceso fotosensibilizado por
productos y dilucidar los mecanismos de reaccidon que operan en el mismo. Finalmente,
en el contexto de las reacciones fotosensibilizadas, se volvera a analizar el caso de HoNep
y se intentard aportar informacién que explique, al menos parcialmente, su

comportamiento tan diferente al de H2Bip.
10.1 Analisis de la participacion de los estados excitados

El anion ioduro (1)) es capaz de desactivar selectivamente los estados excitados
singlete o triplete de compuestos organicos, mediante procesos de transferencia de
electrones. De esta manera, se puede utilizar I- para determinar la multiplicidad de espin
de los distintos estados excitados de un compuesto que participa en una reaccién
fotoquimica. El efecto resultante del I- en el comportamiento fotofisico de un dado
compuesto depende de muchos factores y es dificil establecer generalizaciones!
Particularmente para los estados excitados tripletes, en algunos casos, la presencia de I-
causa un aumento en el rendimiento cuantico de formacién de triplete, mientras que,

por el contrario, en otros casos se observa una disminucién. Ademas, para ciertos
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compuestos, el anion |- presenta una cierta especificidad o eficacia de desactivacion
diferencial entre los estados tripletes y singletes. Tal es el caso de flavinas, donde la
eficacia del I- en la desactivacién de sus estados tripletes es mucho mas alta que la
desactivacion de los respectivos estados singletes. Esta propiedad fue utilizada para
investigar el rol de los estados excitados de las flavinas en los mecanismos de reaccion
de procesos fotoquimicos.2 3 Asumiendo que las pterinas debian comportarse en forma
similar a las flavinas, Kritsky et al. realizaron experimentos de fotdlisis en presencia de I-
para evaluar la participacion del estado triplete de las pterinas en su fotoreduccion
Ademas, en estudios de fosforescencia de pterinas adsorbidas en papel, a temperatura
ambiente, se observd que el decaimiento no radiativo desde el estado triplete es

aumentado por el I-.5

Para aplicar los conceptos descriptos en el parrafo anterior al estudio de la
participacién de los estados tripletes en la fotoquimica de H2Bip, se deben realizar
fotdlisis en presencia de |- en concentraciones tales que dicho anién desactive a los
estados tripletes, pero no a los singletes. Por lo tanto, es necesario establecer la
concentracion critica de I- a partir de la cual comienza a desactivar en forma significativa
a los estados excitados singletes de H2Bip y Bip. Para esto, se realizaron experimentos de
desactivacion de fluorescencia utilizando el equipo descripto en la Seccién 5.2. Se
registraron espectros de fluorescencia de soluciones de ambas pterinas de
concentracion aproximada 25 uM y concentraciones de KI ([I]) de entre 0,1 y 10 mM.
Como se puede observar en la Figura 10.1, ambos compuestos presentan una
desactivacion moderada, en el rango de [I-] utilizado, mostrando una disminucion de la

fluorescencia menor al 50 % cuando la [I-] alcanzé un valor de 10 mM.
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Figura 10.1 Espectros de fluorescencia de soluciones de H:Bip y Bip agregando
concentraciones creciente de Kl (0,1 — 10 mM). a) H:Bip (25 uM, pH = 6,8), Aexc = 335 nm,
b) Bip (21 pM, pH = 6,9), Aexc = 350 nm.

Con estos resultados se realizaron los correspondientes analisis de Stern-Volmer
(Figura 10.2) para H2Bip y Bip, donde se muestra la dependencia de la intensidad de
fluorescencia (Ir), medida como el area total debajo de cada espectro de emision, con la
[I]. Estos resultados muestran que concentraciones menores a 1 mM desactivan menos
del 10 % del estado excitado singlete de ambos compuestos analizados. Esto significa
que si se realizan fotdlisis estacionarias en presencia de [I-] < 1 mM, la desactivacion de
los estados excitados singletes sera despreciable y cualquier cambio en el

comportamiento fotoquimico no podra ser atribuido a dicho tipo de desactivacion.
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Figura 10.2 Desactivacion de fluorescencia por el ion I-. Andlisis de Stern-Volmer. a) H2Bip
(25 pM, pH = 6,8), Aexc = 335 nm, b) Bip (21 uM, pH = 6,9), Aexc = 350 nm.

A la luz de estas consideraciones, se realizaron experimentos de fotolisis
comparativa de H2Bip (115 uM) en presencia y ausencia del i6n I- (600 uM). En la Figura
10.3 se muestra que, el I no afecta la velocidad de formacién de los dimeros. Por el
contrario, la velocidad de formacion de Bip es practicamente despreciable en presencia
de I- lo cual se traduce Iégicamente en un perfil de consumo de reactivo muy diferente al

del control en ausencia de I-.
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Figura 10.3 Evolucion de la concentracion de reactivos y productos durante la irradiacion
de soluciones aireadas de H2Bip con y sin Kl ([HzBip]o = 115 uM, [Kl]o = 600 puM, pH = 7,0).
Inset: Evolucién en funcion del tiempo de irradiacion de las areas de P2+P3. Sistema de
irradiacion |y Equipo HPLC 1.

El comportamiento observado en este caso es muy similar al obtenido en los
experimentos realizados con soluciones saturadas de O (Figura 9.12). Teniendo en
cuenta esta similitud en el comportamiento, ademas de la independencia de la reaccion
con el Oz observada para H2Nep (Capitulo 8), se sugiere que los dimeros se forman a
partir del estado excitado singlete de H2Bip (*H.Bip*). Por otro lado, aunque es muy
dificil detectar el efecto del i6n I- en la primera parte de la oxidacion de H:Bip, es
evidente que el I, en las concentraciones utilizadas, inhibe completamente el efecto
auto-fotocatalitico, impidiendo la aceleracion del consumo de H:Bip y, por ende, la
formacion de Bip. Este efecto podria atribuirse a una desactivacion selectiva del estado
excitado triplete de Bip (3Bip*), especie que seria responsable de la oxidacion

fotosensibilizada de H2Bip por Bip.
10.2 Irradiacion de mezclas H2Bip y Bip

En busca de mayor evidencia en favor del proceso fotosensibilizado que sufre
H2Bip cuando se acumula Bip en la solucion, se decidio realizar experimentos partiendo
de soluciones mezcla de H2Bip y Bip en distintas concentraciones iniciales, e irradiando
a diferentes longitudes de onda. Primero se controlé que la mezcla fuera estable en

ausencia de irradiacion. Como no se observé ningun cambio en los espectros de

i
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absorcion después de varias horas, se concluyé que el proceso mencionado en el
capitulo anterior es fotoquimico, es decir, que se necesita el estado excitado de Bip para
generar una reaccion. Por lo tanto, se realizaron diferentes ensayos con el objeto de

investigar este proceso en mas detalle.

En una primera serie de experimentos, las soluciones fueron irradiadas con el
Sistema de irradiacion |I. Como se observa en la Figura 10.4, se comenz6 con
concentraciones equimolares de ambas pterinas (65 uM). A tiempos cortos de
irradiacién se observé un aumento en la concentracién de Bip debido a una rapida
oxidacion del dihiroderivado. Sin embargo, al consumirse por completo H2Bip, la
reaccion global comienza a ser dominada por la oxidacién de Bip, y su concentracion
comienza a disminuir. Comparando la velocidad inicial de consumo de H2Bip observada
experimentalmente ((-d[H2Bip]/dt)o = (11 + 1) uM/min) con la velocidad calculada a
partir del rendimiento cuantico inicial de consumo de H2Bip determinado en ausencia de
Bip((-d[H2Bip]/dt)cai = DHzgip 9¥ps = (4,6 £ 0,9) uM/min), se observo que la velocidad
experimental fue claramente mayor que la calculada. Por otro lado, la velocidad de
oxidacion de H2Bip definida como d([Bip]+[Fop]+[Cap])/dt)e ((7,2 £ 0,6) uM/min) fue
del mismo orden de magnitud que (-d[H2Bip]/dt)o, en vez de ser despreciable como en
el caso de los experimentos llevados a cabo con soluciones de H:Bip sin Bip inicial
(Capitulo 9, Figura 9.6).

Asimismo, la proporcion inicial de H2Bip convertida en los productos P2 y P3,
evaluada a partir de las areas de los picos correspondientes, fue menor que la registrada
previamente en experimentos sin adicion de Bip al inicio del ensayo. En este sentido, del
consumo total de H2Bip ~ 70 % fue hacia la via oxidativa y solo ~ 30 % fue a la
formacién de dimeros. También se detecto la produccion de H202 que, como se muestra

en laFiguralO.4.c.
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Figura 10.4 Perfil de concentracion de reactivos y productos durante la irradiacién de
una solucién aireada de HzBip y Bip ([H2Bip]o = 65 uM, [Bip]o = 65 uM; pH = 7,1). Suma,
corresponde a la suma de concentraciones de H2Bip, Bip, Fop y Cap a cada tiempo de
irradiacion. Sistema de irradiacion | y Equipo HPLC 1.

Otros experimentos fueron realizados utilizando el Sistema de irradiacion |1, en
condiciones donde H2Bip absorbe muy poca radiacién y s6lo Bip es excitada, es decir, a
Lexc > 370 nm (Seccién 2.2). Consecuentemente, en este caso, fue posible trabajar con
soluciones de H:Bip cuya concentracion inicial fue significativamente mayor a la
concentracion de Bip. Como se observa en la Figura 10.5.a, la proporcién de H:Bip
convertida en Bip fue muy elevada (> 80%) y, por consiguiente, la cantidad de P2 y P3
encontrada fue casi indetectable. EI mismo experimento, partiendo de las mismas
concentraciones iniciales de H2Bip y Bip, fue realizado irradiando en ausencia de Oz y
aireando la solucion antes del analisis por HPLC. Como se muestra en la Figura 10.5.b,
mientras que el consumo de H:Bip es despreciable debido a que casi no absorbe
radiacion, Bip sufre las reacciones presentadas en el Capitulo 6, generando Fop como
producto final. Por otro lado, a modo de control, se irradié una solucion de H2Bip en
ausencia de Bip inicial y en presencia de Oz (Figura 10.5.c). En este caso, y como era de
esperar, el consumo del dihidroderivado fue muy pequefio, al igual que la generacién de
Bip.

Estos resultados muestran que cuando H2Bip se encuentra en presencia de Bip y

solo esta ultima es excitada, se produce la oxidacion del dihidroderivado dando lugar a
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su vez a la formacién de su analogo oxidado. Queda claro que este proceso tiene lugar
aun en ausencia de radiacion absorbida por H2Bip. Esto confirma, la existencia de un

proceso fotosensibilizado de H2Bip por parte de Bip en el cual es indispensable el O-.

200
=
il
= 150
Ne)
S
©
E 100 —o— H,Bip
§ Bip
Fop
8 50 —— Cap
‘ —&A— suma
0 +r o o ——
0 10 20 30 40 O 10 20 30 40 O 10 20 30 40

tiempo/min tiempo/min tiempo/min

Figura 10.5 Perfiles de concentracion de reactivos y productos durante la irradiacion de:
a) solucién mezcla en presencia de Oz ([H2Biplo = 145 uM, [Bip]o = 70 pM, pH = 6,9); b)
solucién mezcla en ausencia de O. ([H2Bip]o = 148 uM, [Bip]o = 67 uM,pH = 6,4); ¢)
solucion conteniendo solo H2Bip ([H2Bip]o = 142 uM, pH = 7,1). Sistema de irradiacion Il
(380 nm) y Equipo HPLC II.

En consecuencia, la formacién de Bip a partir de H2Bip se lleva a cabo por dos
procesos. En primer término, existe probablemente una reaccion inicial que se produce
cuando H2Bip absorbe radiacion, se excita y reacciona con O. Esta via, cuyo mecanismo
no ha podido ser dilucidado, no necesita la presencia de Bip excitada, y seria la
responsable por la pequefia formacién inicial de Bip durante la irradiacion de H2Bip en
aire. La segunda via de oxidacion del dihidroderivado, es un proceso fotosensibilizado
donde el estado excitado triplete de Bip reacciona con H2Bip en estado basal para
oxidarla y generar méas Bip. En consecuencia, este proceso es el responsable de la
aceleraciéon en la velocidad de oxidacion de H:Bip observada en los experimentos
descriptos en el capitulo anterior, que tiene lugar cuando se irradian soluciones acuosas
de H:Bip en presencia de O2. Por otro lado, también explica las altas velocidades de
consumo de H2Bip y formacion de Bip observadas cuando se irradia una solucion mezcla

de ambas pterinas.
10.3 Irradiacion de mezclas H2Bip con otras pterinas oxidadas

Para determinar si la fotosensibilizacién de H2Bip en soluciones aireadas es
posible también con otros compuestos pterinicos ademas de Bip, se realizaron nuevos

experimentos. En este caso, se trabajé con pterina (Ptr)é y 6-metilpterina (Mep).” Se
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eligieron estos dos derivados pterinicos porque, como se explicé en el Capitulo 3, son lo
suficiente fotoestables como para no degradarse durante el periodo de irradiacién. De

esta manera, se evita la generacion de nuevos productos, simplificando asi el analisis.

Sin  embargo, en el caso de los experimentos utilizando Ptr como
fotosensibilizador, el andlisis fue bastante complejo. Esto se debe a que Ptr tiene un
tiempo de retencién en las corridas cromatogréaficas muy similar a Bip y H2Bip, lo cual
hizo muy dificil la integracion de los distintos picos y la consecuente obtencién de
perfiles de concentracion. Por este motivo, se presentara a continuacion solo el estudio

llevado a cabo con Mep.

En la Figura 10.6 se muestran los resultados obtenidos del experimento de
irradiacién (Sistema de irradiacion 1l, 380 nm) en aire de una solucién mezcla de H2Bip
(100 uM) y Mep (40 uM). Mientras que Mep no se consume significativamente, si se
observa un gran consumo de H2Bip, produccién de Bip y minimas cantidades de P2 y P3.
Es decir que el dihidroderivado se oxida generando Bip a partir de la fotosensibilizacion
sufrida por el estado excitado de Mep. Se realizaron distintos experimentos de control
para descartar la existencia de otro proceso. Por un lado, se mezclaron soluciones de
H-Bip y Mep y se conservaron en oscuridad por un periodo prolongado de tiempo. En
estos ensayos no se observé cambio alguno en los espectros de absorcion. Otro control
se realiz6 irradiando H2Bip a 380 nm en ausencia de Mep y no se detectaron cantidades
apreciables de Bip (similar al experimento representado en la Figura 10.5.c).

Ademaés, se realizaron experimentos adicionales utilizando el Sistema de
irradiacion | (350 nm). En este caso H2Bip absorbe mas radiacion, motivo por el cual se
trabajo con una relacion de concentraciones inversa a la del experimento anterior, es
decir, H2Bip (56 uM) en menor concentracién que Mep (90 uM). Como se observa en la
Figura 10.7, los resultados son muy similares a los obtenidos irradiando la solucion
mezcla a 380 nm. Es importante mencionar que se observa una mayor generacion de
productos P2 y P3 debido a que, como se dijo anteriormente, en este caso H2Bip

presenta una mayor capacidad de absorcion de la radiacion incidente.

 —
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Figura 10.6 Perfiles de concentracién de reactivos y productos durante la irradiacién,
partiendo de una solucién mezcla de H2Bip y Mep ([H2Bip]o = 100 uM, [Mep]o = 40 uM, pH
= 6,9). Suma, corresponde a la suma de concentraciones de HzBip, Bip, Fop y Cap a cada
tiempo de irradiacion. Sistema de irradiacion Il y Equipo HPLC Il. Inset: evolucion en el

—A— suma
—@— Mep

—o— p2+P3 [ A

20 40 60
tiempo/min

o — & ——¢ ¢ =

0@
0

& — < — 4/|L

20 40 60 80
tiempo/min

tiempo de irradiacion del area total de P2+P3.

concentracion/uM

Figura 10.7 Perfiles de concentracién de reactivos y productos durante la irradiacién,
partiendo de una solucion mezcla de H.Bip y Mep ([H2Bip]o = 56 uM, [Mep]o = 90 uM, pH =
7,1). Suma, corresponde a la suma de concentraciones de H:Bip, Bip, Fop y Cap a cada
tiempo de irradiacion. Sistema de irradiacién | y Equipo HPLC I. Inset: evolucién en el
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Por lo tanto, los resultados observados usando diferentes compuestos pterinicos
como fotosensibilizadores, demuestran que la conversién fotosensibilizada de H2Bip a
Bip tiene lugar no solo con Bip como sensibilizador, sino también con Mep, Ptr vy,
probablemente, con cualquier otra pterina oxidada capaz de absorber radiacion a la

longitud de onda de excitacion y generar estados excitados.

10.4 Anélisis del mecanismo de reaccién

En la primera seccién se postulé la participacion del 3Bip*en la via oxidativa de
H2Bip. Sin embargo, sabiendo que Bip y sus fotoproductos (Fop y Cap) generan,
eficientemente, 10, bajo irradiacion UV-A8 (Capitulo 3) y que, a su vez, las
dihidropterinas reaccionan con esta especie reactiva de oxigeno (Dantola et al.)®, es
necesario evaluar la hipétesis que involucra al 102> como intermediario en la reaccion o
proceso fotosensibilizado (Tipo Il). Esta hipotesis es compatible con los resultados
presentados hasta el momento ya que el aumento en la concentracién de Bip al avanzar
la fotolisis provocaria un aumento en la concentracién de 102 con el consiguiente

aumento en la velocidad de la fotooxidacion de H2Bip a Bip.

Para tal fin se recurrio a calculos cinéticos y balances de masa y estequiométricos.
Dantola et al. demostraron que H2Bip es facilmente oxidada por 10, generando como
productos Bip y H20.9 En dicho trabajo se determiné que en la reaccion de oxidacién de
H2Bip por 10; la fraccion de reactivo convertida en Bip (A[Bip]/A[H2Bip]) es 0,42 + 0,03.
Asimismo, encontraron que la relaciéon entre H>O, producida y H:Bip consumida
(A[H202]/A[H2Bip]) es igual a 0,17 + 0,03.

Los valores obtenidos por Dantola et al. fueron comparados con los obtenidos en
las reacciones fotoquimicas de H2Bip descriptas en el capitulo anterior. Realizando un
balance de masa de la fotooxidacion, se observd que la relacion A[H202]/A[H2Bip]
(siendo A[H202] = [H202]-[Fop]-2[Cap] y A[H2Bip] = [Bip]+[Fop]+[Cap]) es muy cercano
a 1 para experimentos realizados tanto en aire como en atmosfera saturada en Oo.
Asimismo, los célculos de A[Bip]/A[H2Bip] en la reaccién fotoquimica dan valores mas
elevados que el valor 0,42 mencionado previamente para la reaccion frente a 10,. Esta
diferencia se aprecia mejor en experimentos donde el consumo de H:Bip por la via

oxidativa es mucho mayor que por la via que genera los productos diméricos.

 —
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Particularmente, en los experimentos de las secciones anteriores, donde se parte de una

solucién mezcla de H2Bip con una pterina oxidada.

En este caso, cuando Bip absorbe radiacion, genera el 1Bip*, que por
entrecruzamiento de sistemas pasa a 3Bip* (reaccion 1). Este reacciona con O, para
generar 102 (reaccién 2). Por otro lado, la desactivacion de 10, puede ocurrir en forma
no radiativa (por transferencia de energia al solvente, reaccién 3) o radiativa (emitiendo
radiacion, reaccién 4). Generalmente, el rendimiento cuéntico de fosforescencia es
despreciable respecto del rendimiento cuantico de desactivacion por el solvente (kg >>
ke). Ademas, al estar en presencia de Bip y H2Bip, existen también las reacciones de

guenching fisico y quimico (reacciones 5-7).

Bip —Y—> 1gjpx —ISC 5 3pjp» Ao Kisc (1)
3Bip* + 30, —> 1Bip + 10, Ket 2)

10, —> 20, Kq (3)

10, ——> 30,+hv" Ke (4)

H,Bip + 10, /> Bip + H,0, k, H2Bip (5)
H,Bip + 10, — > H,Bip +30, kqH2E1P (6)
Bip+10, ——> Bip+°0, kqBIP @)

donde qp,. es la intensidad de la radiacién absorbida por Bip (einstein L1 s1); kisc es la
constante de entrecruzamiento de sistemas; ket es la constante de velocidad de
transferencia de energia; kq ¥ ke son las constantes de velocidad de desactivacién no
radiativa y radiativa de 10, respectivamente; kq es la constante de velocidad de
quenching fisico; kr es la constante de velocidad de reaccién de oxidacién de H2Bip por
102 (quenching quimico).

En condiciones de irradiacion continua, teniendo en cuenta las reacciones
planteadas, se puede escribir la siguiente expresion:

d[loz]
dt

- qp’)wBip (I)ABip _ kd[loz] _ ke[loz] _<qu2Bip + erZBip>[HzBip] [loz] _ quip [Blp] [loz] (8)
donde ®,Br es el rendimiento cuantico de formacién de 102 y (kr + kq) = ki: constante de
velocidad de quenching total. Teniendo en cuenta la aproximacion al estado estacionario,

puede suponerse que d[102]/dt = 0:
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d['o i i i i ; iPre;
A2 ~0=q,,50 @, Jk,+ k, +{k, "0+ kP H,Bip] + K [Bi]|IO, ] ©)

Reordenando la ecuacién 9 y despreciando ke, que es mucho menor que kq,1° se

obtiene la siguiente expresion para la concentracion de estado estacionario de 10:

Bip Bip
qp,x q)A

ky+ k28 [H,Bip] + k B” [Bip]

['0,].= (10)

Sabiendo que la velocidad de consumo de de H:Bip por reaccion con 10, esta
dada por:

_(d[H,Bip]

at =k,['0,] [H,Bip] (11)

Reemplazando [10] por la expresion de la ecuacion 10, se obtiene:

_[d[H,Bip]|_ 9, ®@,°" k [H,Bip]
dt ky+ k5P [H,Bip] + k P [Bip]

(12)

Conociendo los valores de las distintas constantes y ®,Bir detallados en el
Capitulo 3, se puede calcular una velocidad de consumo de H2Bip de la reaccién entre
H-Bip y 10, para cada par de concentraciones inicial de H2Bip y Bip. Este calculo se
realiz6 para varios experimentos y se comparé con la velocidad experimental obtenida a
partir de los perfiles de concentracion obtenidos por HPLC. Los resultados se muestran
enlaTabla10.1.

Experimento [H:Bip]/pM  [Bip]/uM  [Mep]/uM  (d[H:Bip]/dt), (d[H2Bip]/dt)cexr

I 105,7 155 = 0,024 0,24
I 67,7 63,2 - 0,059 0,20
i 146,0 69,0 = 0,009 0,047
A% 100,0 - 40,0 0,004 0,013

Tabla 10.1 Valores de velocidad inicial de consumo de H:Bip experimentales
((d[H2Bip]/dt)eexr) y de velocidades calculadas de la reaccion entre H.Bip y 10,. En los
experimentos | y Il se utilizo el Sistema de irradiacion | (Aexe = 350 nm) y en los
experimentos 11y IV, el Sistema de irradiacion Il (Aexc =380 nm).

De los valores observados en la tabla se desprende que las velocidades calculadas

son mucho menores que las velocidades obtenidas experimentalmente. Por lo tanto, si

bien puede existir una contribucién de la reaccion entre 102 y H2Bip al consumo general
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de H2Bip, ciertamente esta via no es significativa. Y, sin lugar a dudas, no es responsable

de la aceleracion en la velocidad de consumo de H2Bip observada.

Por lo tanto, la oxidacion de H2Bip puede ser fotoinducida por transferencia de
energia o de electrones desde SBip*. Si fuera mediante el primer mecanismo, se
generaria el 3H2Bip* (reaccion 13) que luego reaccionaria con O, para dar Bip y H202
(reaccion 14). Sin embargo, una transferencia de energia desde estados excitados de Bip
a H2Bip parece poco probable, ya que, de acuerdo a sus espectros de absorcion, las
transiciones electronicas de H2Bip involucran mayor energia que las de su analogo
oxidado. Por ende, en principio una transferencia de energia no seria
termodinamicamente favorable.

Por el contrario, si el mecanismo fuera por transferencia de electrones, se
transferiria un electron desde el estado basal de H2Bip al estado 3Bip* (reaccion 15). Ya
se ha demostrado la capacidad de ciertas pterinas oxidadas para actuar como
fotosensibilizadores por transferencia de electrones, por ejemplo, en el caso de
oxidacion de nucledtidos por pterina.ll. 12 En este caso, el fotosensibilizador en su estado
excitado triplete reaccionaria con el dihidroderivado para dar el radical anién
correspondiente al derivado pterinico oxidado (Bip=) y el cation radical del
dihidroderivado (H2Bip**). Luego, Bip=- es capaz de reaccionar con O, para generar
anion superoxido (O2°-, reaccion 16) y H2Bip*+ se oxida produciendo Bip (reaccion 17).

Asimismo, se genera H202 (reacciones 18-19).

H,Bip +3Bip* ——> 3H,Bip*+Bip (13)
3H,Bip*+ O, —> Bip+H,0, (14)
H,Bip + 3Bip* ——> H,Bip"* +Bip"- (15)
Bip=~+ 0, —> Bip+0,°- (16)
H,Bip**+0, ———> Bip+0,""+2H* (17)
0,°~ + H;0* ——> HO,”+H,0 (18)
HO," +0,"" — 3 HO,+0, (19)

10.5 Investigacion de la oxidacion fotosensibilizada de H2Nep

Como se menciond anteriormente, existe una gran diferencia de reactividad
fotoquimica entre H.Bip y H>Nep. Mientras que la primera posee una via oxidativa
importante generando su anédlogo oxidado, la cual compite con la via de dimerizacion

(Seccién 9.2), HoNep s6lo genera dimeros independientemente de la concentracién de



Oxidacion fotosensibilizada de dihidropterinas . 161

O2. Sin embargo, que no produzca Nep no significa que no pueda ser fotosensibilizada
por las pterinas aromaticas, motivo por el cual se decidio investigar la existencia de un

proceso fotosensibilizado también para el caso de H2Nep.

Para esto se realizaron distintos experimentos partiendo de mezclas de HoNep y
Nep en presencia de Oy, utilizando el Sistema de irradiacion I. En la Figura 10.8 se
muestran los perfiles de concentracién y areas con respecto al tiempo de irradiacion,
para una mezcla de HoNep y Nep (Figura 10.8.a). Con fines comparativos también se
muestran los resultados obtenidos al irradiar una solucién conteniendo, Gnicamente,
HoNep (Figura 10.8.b). Principalmente, se aprecia que la velocidad de consumo del
dihidroderivado se ve incrementada con respecto a la velocidad de consumo de H2Nep
irradiada en ausencia de Nep inicial. Ademas, se detecta la generacion de Fop y
pequefias cantidades de Cap, ya que estos son los productos de la fotolisis de Nep
(Capitulo 6) y Fop,'3 respectivamente. Es necesario destacar que la cantidad total de
pterinas oxidadas ([Nep]+[Fop]+[Cap]) aumenta con el tiempo de irradiacién (Figura
10.8.a). Méas aun, la cantidad de Fop y Cap generada a cada tiempo de irradiacion es
mayor que la concentracion de Nep consumida. Por ejemplo, a ti = 4 min la
concentracion de Fop + Cap es 30 uM, mientras que la concentracion de Nep consumida
es 15 uM. Es decir que también se esta generando algo de Nep a partir de HoNep en el
proceso fotosensibilizado.

Por otro lado, también se observa una mayor formacion del compuesto X (ver
descripcién de este producto en Seccion 8.1), cuando se parte de una solucion mezcla de
HoNep y Nep. P2 y P3 en cambio, sufren una disminucién en su velocidad de formacion,
cuando se comparan con la solucién de HaNep. Esto demuestra que, HoNep sufre un
proceso fotosensibilizado a partir de Nep. En este proceso, alrededor de un 10 % del

reactivo inicial se oxida generando Nep, y otra parte produce el compuesto X.

 —
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Figura 10.8 Perfiles de concentracion de reactivos y productos en funcion del tiempo de
irradiacion. Sistema de irradiacion | y Equipo HPLC I. a) [H2Nep]o = 85 uM, [Nep]o = 82uM,
pH=7,2, b) H:Nep = 88 uM, pH = 7,0. Suma, corresponde a la suma de concentraciones de
Nep, Fop y Cap, a cada tiempo de irradiacién. Parte inferior: Areas de compuesto X (area
310 nm) y dimeros (area 270 nm) en funcion del tiempo de irradiacion.

Para comprobar si la fotosensibilizacién de H2Nep es posible con otros derivados
pterinicos, como sucede con H2Bip, se realizaron experimentos adicionales. En este caso,
se utiliz6 Mep como fotosensibilizador. En la Figura 10.9 se muestran los resultados de
irradiar una mezcla en aire de HaNep (50 uM) y Mep (114 uM). Como se puede apreciar,
Mep no se consume, mientras que H>Nep se consume significativamente, generando
principalmente el compuesto X. Ademas se observa una generacién moderada de P2 y

P3y pequerias cantidades de Nep y H>Xap.
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Figura 10.9 Perfiles de concentracion de reactivos y productos en funcion del tiempo de
irradiacion. Sistema de irradiacion | y Equipo HPLC I. a) [H2Nep]o = 50 pM, [Mep]o = 114
uM, pH = 7,1, b) Areas de compuesto X (4rea 310 nm) y P2 y P3 (area 270 nm) en funcion
del tiempo de irradiacion.

Asimismo, se realizaron experimentos con el Sistema de irradiacion I, excitando
la solucion mezcla a 380 nm. Como se explicé anteriormente, en estas condiciones de
irradiacioén sélo la pterina oxidada (Nep o Mep) es capaz de absorber la radiacién. Como
se observa en la Figura 10.10, el comportamiento es el mismo al descripto en los
parrafos anteriores. Es decir, existe una fotosensibilizacién de H2Nep a partir de una

pterina oxidada que genera como producto principal el compuesto X.
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Figura 10.10 Perfiles de concentracion de reactivos y productos en funcién del tiempo de
irradiacion. Sistema de irradiacion Il y Equipo HPLC II. a) [H2Nep]o = 117 pM, [Mep]o = 39
uM, pH = 6,9, b) Areas de compuesto X (area 310 nm) y P2 y P3 (area 270 nm) en funcion
del tiempo de irradiacion.

Por lo tanto, queda claro que H2Nep sufre un proceso de fotosensibilizacion por
parte de Nep y otras pterinas oxidadas. Pero a diferencia de H:Bip, el producto
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mayoritario de este proceso no es su analogo oxidado (Nep) sino el compuesto X. Este
compuesto desconocido no puede actuar como fotosensibilizador en estos casos, ya que
casi no absorbe radiacion a 350 o 380 nm (ver espectro en Capitulo 8, Figura 8.3). Por
otro lado, si bien se observa una pequefia generacion de pterinas oxidadas (~ 10 %),
esta cantidad no es suficiente como para producir una aceleracion en el consumo de
H>Nep, motivo por el cual no se observa el efecto auto-fotocatalitico que si se aprecia

para H2Bip.
10.6 Conclusiones

En este capitulo se demostr6 que ambos dihidroderivados, H2Bip y H2Nep, sufren
una oxidacion fotosensibilizada por pterinas oxidadas. En el caso de H2Bip, el producto
principal de la fotosensibilizacion es otra pterina oxidada (Bip), lo cual explica el
comportamiento cinético auto-fotocatalitico explicado previamente en el Capitulo 9.
Para el caso de H:Nep, el producto de fotosensibilizacion es principalmente un
compuesto que no absorbe radiacién a la longitud de onda de excitacion (compuesto X),
y por lo tanto, este proceso no participa en la fotoquimica directa de H2Nep, como se

detall6 en el Capitulo 8.

El mecanismo de fotosensibilizacion propuesto se aprecia en el Esquema 10.1.

Pt

hv

\
Pt

I1SC

v
H_Bip ° 3ppx H,Nep

Bip Pt compuesto X
H202

Esquema 10.1 Mecanismo de fotosensibilizacion para H2Bip y HoNep.
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Capitulo 11

e 167

Caracterizacion y estabilidad térmica de los

fotodimeros

Tal como se explicé en los Capitulos 8 y 9, 7,8-dihidrobiopterina (H2Bip) y 7,8-
dihidroneopterina (H2Nep) generan, bajo irradiacion UV-A, dimeros que poseen pesos
moleculares exactamente igual al doble del peso de cada reactivo. Sin embargo, nada se
ha dicho sobre la estructura de estos compuestos hasta el momento. Por otro lado,
algunos controles realizados con las soluciones irradiadas mostraron que los espectros
de absorcion de dichas soluciones sufren cambios una vez interrumpida la irradiacion.
Esto indica que se producen reacciones térmicas que involucrarian a los dimeros

formados.

A la luz de estas consideraciones, este capitulo se centra en el estudio de la
estructura y estabilidad de los dimeros. Se realizaron anélisis de H-RMN para obtener
informacion estructural, mientras que la estabilidad de dichos compuestos se evalu6 a

traves de un estudio cinético de soluciones de H2Bip y HoNep, previamente irradiadas.
11.1 Estabilidad térmica de los dimeros

Para estudiar la estabilidad térmica de los dimeros formados, se irradiaron
soluciones de ambos dihidroderivados a pH ~ 7, con el Sistema de irradiacion | (Seccion
4.3). Luego estas soluciones se mantuvieron en oscuridad y se registraron los espectros
de absorcién a distintos intervalos de tiempo (tiempo de oscuridad, to). Los resultados
observados para ambos compuestos fueron muy similares. Como se aprecia en la Figura
11.1, la banda de menor energia caracteristica de las dihidropterinas aumenta mientras
que disminuye la intensidad a ~ 250 nm. Esto demuestra que los dimeros son inestables

térmicamente.

Para evaluar la participacion del Oz en este proceso, algunas de las soluciones
irradiadas en ausencia de dicho gas se mantuvieron en condiciones anaerobicas,
mientras que otras fueron aireadas inmediatamente después de interrumpir la

irradiacién. Los resultados en ambas condiciones fueron muy similares para ambos
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compuestos. Los mismos sugieren que el Oz no participa en la reaccion en oscuridad que

da lugar a la desaparicion o consumo neto de los dimeros.
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Figura 11.1 Evolucién de los espectros de absorcion de las soluciones de los
dihidroderivados en funcion del tiempo, después de interrumpida la irradiacion
realizada en presencia de O (ti = 6 min). a) [H2Nep]o = 150 uM, pH = 7,0, to total=5h 15
min; b) [H2Bip]o = 144 pM, pH = 7,1 to total = 6 h 40 min. Con fines comparativos se
presenta el espectro correspondiente a cada solucion previa irradiacion (linea gruesa
negra). Sistema de irradiacién | y camino 6ptico =0,4 cm.

En otro grupo de experimentos se procedio en forma similar a lo expuesto en los
parrafos precedentes aunque las soluciones fueron analizadas por HPLC a distintos
tiempos luego de interrumpir la irradiacion. En la Figura 11.2, se muestran los
cromatogramas de una soluciéon de HzNep irradiada por 6 min y conservada en
oscuridad por méas de 7 h. Como se puede apreciar, luego de interrumpida la irradiacién
las areas de los picos de los dimeros P2 y P3 (tr = 35 y 3,9, respectivamente)
disminuyen con el tiempo de oscuridad, mientras que aumentan las areas
correspondientes a los picos de P1 y de HaNep (tr = 3,0 y 6,0, respectivamente). Para el

caso de H2Bip se observé exactamente el mismo comportamiento.
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Figura 11.2 Cromatogramas (Aan = 245 nm) obtenidos en la reaccidn en oscuridad luego
de irradiar una solucién de H2Nep en presencia de O, ([H2Nep]o =151 uM, pH = 6,9, ti = 6
min). Sistema de irradiacion | y Equipo HPLC 1.

En la Figura 11.3 se muestran los perfiles de concentracién para los reactivos y
las areas a 270 nm para los dimeros P2 y P3 y a 250 nm para P1, en funcién del tiempo
de oscuridad luego de interrumpida la irradiacion. Como se puede apreciar, las areas
correspondientes a los dimeros disminuyen de manera proporcional en funcion del
tiempo de oscuridad. Ademas, se observa que aumenta el area del producto P1,
descripto anteriormente (Capitulos 8 y 9), indicando que no es un fotoproducto
primario y minoritario de H2Bip y H2Nep, tal como se creia inicialmente, sino un
producto de la descomposicion térmica de los dimeros. Por otro lado, se observa la clara
recuperacion del reactivo inicial, lo cual concuerda con el aumento de la intensidad de

absorbancia a ~ 330 nm.
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Figura 11.3 Perfiles de concentracion en funcidon del tiempo de oscuridad para los
reactivos, y areas a 270 nm, para los dimeros P2 y P3, y a 250 nm, para el producto P1. El
tiempo O corresponde a la muestra sin irradiar. La flecha indica el momento en que se
interrumpe la irradiacién. a) H2Bip irradiado en ausencia de O, ([H2Bip]o =123 uM, pH =
6,2, ti = 10 min), b) H2Nep. ([H2Neplo =151 uM, pH = 6,9, ti = 6 min). Sistema de irradiacion
Iy Equipo HPLC .

Comparando el reactivo consumido en la reaccion fotoquimica (A[R]r-p) VY la
cantidad de reactivo regenerado en la reaccion en oscuridad (A[R]o-r), se obtiene una
relacion (A[R]r-p)/(A[R]o-r) de = 0,5 en todos los casos. Es decir que los dimeros en una
reaccion en oscuridad regeneran = 50 % del reactivo y el otro ~ 50 % seguramente
corresponde al producto al que se ha denominado P1l. Por lo tanto, si en la
descomposicion de los dimeros se recupera el reactivo inicial, P1 debe ser el otro

monomero con alguna modificacion quimica.

En estas condiciones experimentales, la desaparicion de los dimeros y la
formacién de P1 y reactivo siguen una cinética de pseudo-primer orden. Por lo tanto, se
determinaron las constantes de velocidad (k) de degradacion térmica de ambos dimeros.

Las mismas fueron calculadas a partir de la ecuacion de decaimiento de primer orden:

In([D)/[D]o) = - k t
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donde [D]o es la concentracion de un dimero inmediatamente después de interrumpir la
irradiacion y [D] es la concentracion del dimero a un determinado tiempo de reaccién en
oscuridad. Al no ser posible determinar las concentraciones, se realizaron los célculos
teniendo en cuenta el area de los picos de los dimeros en los cromatogramas ([D]/[D]o =
[Al/[A]lo). Los valores de k se calcularon para ambos dimeros de los dos
dihidroderivados a dos temperaturas diferentes, 21 °Cy 37 °C. En la Tabla 11.1 se puede
apreciar que, para una dihidropterina en particular, P2 tiene una velocidad especifica de
degradacion ligeramente mayor que P3. Por otra parte, al comparar los valores de k
correspondientes a la degradacién de los dimeros P2 y P3 obtenidos tanto a partir de
H2Bip como de HxNep, se observa que son iguales, dentro del error experimental. Este
hecho sugiere o da cuenta de una similitud estructural en cuanto a la naturaleza quimica

de cada dimero formado.

k (102) /st
21°C 37°C
P2 0,69 + 0,02 27+03
HoNep P3 0,43 +0,02 20+072
_ P2 0,69 + 0,02 31+0.2
H2Bip P3 0,36 + 0,02 20+0,1

Tabla 11.1 Constantes de velocidad de degradacién de los dimeros P2 y P3.

11.2 Caracterizacion de P1 por espectrometria de masa

Para obtener mayor informacién estructural acerca de P1, se realizaron
experimentos de espectrometria de masa con el Equipo MS | (Seccion 5.4). Para ello, se
irradiaron soluciones del dihidroderivado correspondiente durante un tiempo tal que
permitid obtener una cantidad importante de dimeros. Luego de interrumpida la
irradiacién se mantuvieron las soluciones en oscuridad el tiempo necesario para lograr
que la reaccién llegue a su fin. Experimentalmente, esto se logré6 mediante el
seguimiento de la reaccidén en oscuridad por espectroscopia UV-visible hasta no detectar
mayores cambios en los espectros de absorcion, evidenciando asi la descomposicion
total de los dimeros (o fin de la reaccién en oscuridad). Finalmente, estas muestras se
analizaron por HPLC-MS. En la Figura 11.4 se puede observar el espectro de masa en
modo positivo (ESI*) del pico del cromatograma correspondiente a P1, para una
solucién de H2Bip irradiada 30 min con el Sistema de irradiacion Il, y conservada en

oscuridad durante = 6 h. El ion molecular que aparece a m/z = 258,3 corresponderia a
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una molécula de mondémero de reactivo que incorpor6 una molécula de H20
[H2Bip+H20+H]* = 239+18+1. También se observan dos picos a m/z = 240,3 y 280,3

correspondientes a [M-H20+H]*y al aducto [M+Na]*, respectivamente.

Estos resultados sugieren que, cuando los dimeros se descomponen, un
mondmero regenera el reactivo inicial mientras que el otro incorporaria una molécula
de H20. Esto coincide también con los espectros de absorcién de P1, mostrados en los
capitulos anteriores (Figuras 8.2 y 9.2), ya que al incorporar una molécula de H20 se
perderia la conjugacion del anillo pirazinico y, consecuentemente, la banda de absorcion

centrada alrededor de 330 nm.

Es importante aclarar que la obtencion de los espectros de masa de P1 fue muy
dificultosa. Esto puede deberse, en parte, a que P1 tendria una elevada polaridad y, en
las condiciones en las cuales se realizan las corridas cromatograéficas, tiene un tiempo de
retencién extremadamente corto, saliendo casi junto con el frente de solvente. Esto hace
que sea muy dificultosa la obtencidén de espectros de masa sin contaminaciones. Otros
motivos podrian ser de caracter quimico, dado que Pl podria reaccionar y
descomponerse, ya que se desconoce su estabilidad térmica. Para el caso de H2Bip
también pudo detectarse P1 en modo negativo (ESI), con la presencia de un ién
molecular en m/z = 256 correspondiente a P1 ([M-H]"). Por el contrario, en el caso de
H>Nep, no fue posible en ninguno de los dos modos de analisis (ESI* y ESI) obtener

espectros de masa adecuados.
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Figura 11.4 Espectro de masa (modo ESI+) del pico correspondiente a P1 de una solucién
de H:Bip irradiada en condiciones anaerdbicas (ti = 30 min) y conservada en oscuridad
por ~ 6 h. Sistema de irradiacion Il y EQuipo MS I.
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11.3 Analisis de la estructura de los dimeros

Para obtener mayor informacion respecto de la estructura molecular de los
dimeros formados, se recurrié al uso de *H-RMN para el andlisis de las soluciones
irradiadas. Se utiliz6 D,O como solvente, donde soOlo se detectan protones no
intercambiables, como ya se detall6 en la Seccidén 5.5. La concentracion de las soluciones
de dihidropterinas utilizadas variaron en un rango comprendido entre 1,4 -1,8 mM, y el

pD siempre se establecid alrededor de 7.

Primero, se registraron los espectros de H-RMN de las soluciones patrén de
H-Bip y H2Nep (Figura 11.5). Para H.Bip se detectaron 4 sefiales en los siguientes
valores de § (ppm): 6 = 4,18 (dd, Jgem = 0,5 Hz), 4,09 (d, Jop = 6 Hz), 3,99 (m) y 1,21 (d, Jg,
= 6,5 Hz). Las intensidades relativas de estas sefales medidas a partir de las integrales
de cada pico fueron 2:1:1:3. Estas sefiales corresponden a los dos protones unidos al C7
del anillo, al Ca, al CB y a los tres protones unidos al Cy de la cadena alifatica,
respectivamente. En el caso de H2Nep se detectaron 4 sefales con intensidades relativas
de 3:1:1:1. La primera sefial que integra para tres protones, corresponde a dos sefiales
superpuestas: dos dobletes con baja resolucion correspondientes a los protones del C7
(6 = 4,21) y un doblete del H, a 6 = 4,20 (d, J,3 = 6 Hz). Las otras sefiales tienen valores
de & de 3,88 (m), 3,78 (dd, Jgya = 3,5 Hz y Jyap =12 Hz) y 3,65 (dd, Jgyp = 6,5 HZ Y Jyayp =12
Hz) que corresponden al proton Hg y a los protones metilénicos Hya and Hys,

respectivamente.l

En el caso de las soluciones de H2Bip, previamente a su irradiacion, las mismas
fueron burbujeadas con Ar, evitando asi que tenga lugar la reaccion correspondiente a la
via oxidativa (ver Esquema 9.2). En el caso de las soluciones de H2Nep esto no fue
necesario debido a que durante la reaccion fotoquimica de este dihidroderivado solo
tiene lugar la dimerizacion, por lo que se trabajo en atmoésfera de aire. Luego se

irradiaron las soluciones utilizando el Sistema de irradiacion | durante — 40 min.



. 17477 capitulo 11

a)

H

H,N

7eq

]

)E[N

]

)%N N
H

HO
T H
a
OH
H7ax
H7eq

Mo

7ax
1.'30 1'25 l‘Z) 1.‘15 l'10
pom
a
B
4.'20 4.'15 4.;[0 4.'05 4.;)0 3.;35 J
ppm
Feop—y | | .HL
8 7 6 5 4 3 2 1 0
ppm
b)
7eq| 7ax
0 HO Hp OH
N N Hyb
A A o ™
X OH
H,N™ N7 N7\ TH7ax
o H H7eq
JM
4?2 4?0 3?8

ppm

8

7

36
JL stk L.
6 5

4 3 2 1 0
ppm

Figura 11.5 Espectro de tH-NMR de los patrones. a) H2Bip, b) HaNep.

A continuacion se registraron los espectros H-RMN. Un analisis preliminar

muestra una disminucién de las sefiales de los reactivos junto a la aparicion de nuevas

sefiales correspondientes a los productos (Figura 11.6.b). Sabiendo que los dimeros no

son estables, estas soluciones se mantuvieron en oscuridad y se registraron los

espectros a distintos tiempos. Se pudo apreciar una dependencia temporal de la

intensidad de algunas sefiales (Figura 11.6.c). Segun la evolucion de las mismas en el

tiempo, estas nuevas sefales se clasificaron en dos grupos: aquellas cuya intensidad

disminuye con el tiempo y aquellas otras que, por el contrario, aumentan. El primer
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grupo de sefales se atribuy6 a los dimeros, dado que, como se detallé en la seccién
anterior, son inestables. Por otro lado, en el segundo grupo de sefiales se detectaron, las
correspondientes al reactivo que se regeneray las que pertenecen a los productos de la

reaccion en oscuridad de los dimeros, es decir, P1.
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Figura 11.6 Parte de espectros de 1H-RMN de una solucién de H2Bip. a) antes de irradiar,
b) inmediatamente después de irradiar, ¢) después de un tiempo de oscuridad.

Para formar los compuestos diméricos, dos moléculas de reactivo deben
reaccionar. Teniendo en cuenta que el rendimiento cuantico de consumo de reactivo no
depende con la concentracion, debe ocurrir una fototautomerizacion o
fotoisomerizacion previa a la dimerizacion. Es decir, debe formarse un intermediario
isomérico o tautomérico que luego pueda reaccionar con otra molécula de reactivo en
estado basal (Seccion 8.4). Un intermediario muy reactivo y que ya se ha detectado en
otros casos, por ejemplo en la fotolisis de Bip y Nep (Capitulo 6), es el 5,8-
dihidroderivado. De esta manera, una 5,8 dihidropterina y una 7,8-dihidropterina
podrian reaccionar mediante una foto-ciclodimerizacion tipo [2+2] a partir de los dobles
enlaces presentes en distintas posiciones de cada molécula. Por un lado, podria ocurrir

la cicloadicion a través de los dobles enlaces C9=C10 (Capitulo 2) de las uniones del

———
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anillo pirazina y pirimidina, tal como sucede en el caso de timina y uracilo.2 3 Por lo
tanto, si este tipo de reaccion estuviese ocurriendo en el caso de HzBip o H:Nep,
entonces, en el espectro de H-RMN, deberia observarse una sefial correspondiente a los
dimeros ubicada entre 8 a 6 ppm debida a la presencia del proton olefinico del C7
(Figura 2.3). Sin embargo, esta sefial no aparece en el espectro de H.Bip irradiada,
motivo por el cual puede descartarse este tipo de estructuras.

Por otro lado, la cicloadicién podria tener lugar entre el doble enlace C6=C7 del
anillo pirazinico del monémero 5,8-dihidroderivado con el doble enlace N5=C6 del
monomero 7,8-dihidroderivado, formando un azo-ciclobutano. De esta manera, se
pueden formar cuatro dimeros distintos: primero por combinaciones syn o anti de los
anillos y, para cada uno de ellos, los isémeros cabeza-cabeza (head-to-head (h,h)) o
cabeza-cola (head-to-tail (h,t)). Estos ultimos, relativos a la posicion de los grupos
carbonilos del anillo pirimidina. Consecuentemente, las dos cadenas alifaticas R estan en
distinta posicién en el azo-ciclobutano: en dos dimeros se encuentran en posicion 1,3
uno con respecto al otro, generando el anti-Ranti y el syn-Rsyn, mientras que en los otros
dos dimeros las cadenas alifaticas R quedan en C vecinos (posicién 1,2) generando los

anti-Rtrans y syn-Rcis. Los cuatro isomeros se representan en el Esquema 11.1.

Esquema 11.1 Estructuras propuestas para los dimeros de H2Bip y HzNep. a) anti-Rtrans,
b) anti-Ranti, c) syn-Rsyn, d) syn-Rcis.
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Teniendo en cuenta estas posibles estructuras de dimeros, se analizaron los
espectros de IH-RMN obtenidos para las soluciones irradiadas de H2Bip y H2Nep. Si bien

estos espectros son muy complejos de analizar, pueden derivarse algunas conclusiones.

Tomando H2Bip como ejemplo y analizando mas detalladamente los espectros de
IH-RMN, en la Figura 11.6 se observa que en las soluciones irradiadas aparecen dobletes
no resueltos en la zona donde aparecen los metilos (entre 6 1,0 y 1,5). Estos picos
aparecen como dos dobletes superpuestos centrados en § 1,29 y otros dos dobletes
alrededor de 6 1,26 y 1,25, que corresponden a los Hy y Hy’ de dos dimeros. Asimismo,
las concentraciones de ambos dimeros evaluadas por las integrales en el espectro 1H-
RMN son muy similares. Esto se corresponde con lo observado en el HPLC: sélo dos
picos y de areas similares (Capitulos 8 y 9). Es decir que lo mas probable es que se

generen solo dos de los cuatro dimeros mostrados en el Esquema 11.1.

Por otro lado, en la zona comprendida entre § 3,6 y 4,4 aparecen varios picos con
multiplicidad singletes y dobletes. Segun la informacién descripta en la literatura? >
estos picos corresponderian a protones metilénicos 0 metinicos unidos a la estructura
tipo tetrahidropirazina (THP). Las estructuras tipo THP de uno de los monémeros de los
dimeros propuestos en el Esquema 11.1 contiene un grupo metilénico (H27) mientras
que el otro mondmero tiene un protén metinico en el C(7’), carbono que pertenece al
azo-ciclobutano. Una sefial importante en forma de singlete ancho (o doblete mal
resuelto) aparece a § 3,84, la cual podria pertenecer a H>7 de los dos dimeros formados.
Ademas, se observaron dos singletes a § 3,88 y 3,95 que pueden atribuirse a los
protones metinico (H7") de cada dimero. Con respecto a los protones de la cadena
alifatica, se podria realizar la siguiente asignacion de sefiales: Ho. y Ha' aparecen como
dobletes centrados en § 3,84; 3,91; 4,11 y 4,12, mientras que HB y Hp’ aparecen como
multipletes a § 3,74; 3,80; 3,90 y 4,04.

Es muy dificil discriminar entre las posibles estructuras de los dimeros a partir de
los IH-RMN que, ciertamente, presentan una elevada complejidad debido a la presencia
de varios fotoproductos, alguno de ellos muy inestables. Por tal motivo, es necesario
tener en cuenta otros aspectos. Por ejemplo, el dimero syn-Rcis podria descartarse
debido a que posee un gran impedimento estérico en su estructura. Con respecto a las
otras tres estructuras, podria existir una interaccion via puentes de H entre los grupos

OH de las dos cadenas alifaticas, que podria favorecer una previa orientacion de las dos

——
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moléculas de reactivo antes de la ciclacion y asi estabilizar dicha estructura. Este tipo de
interacciones es mas probable que suceda en los dimero syn-Rsyn (entre los grupos OH
de los Ca de las cadenas) y anti-Rtrans (donde un puente de H puede formarse entre el
grupo OH del CB y otro del Ca’ 0 el HN5 del otro mondémero). Por este motivo, podrian
proponerse como estructuras méas probables los dimeros anti-Rtrans y syn-Rsyn.
Igualmente, es necesario aclarar que no hay evidencia suficiente para confirmar estas

estructuras.

Con respecto a HaoNep, se realizaron experimentos similares a los ya descriptos
para H2Bip. Como se detall6 al comienzo de esta seccidn, todas las sefiales
correspondientes al reactivo H:Nep aparecen en el intervalo de 6 3,9 y 4,3.
Consecuentemente, las sefiales de los dimeros también aparecen en ese intervalo,
generando una gran cantidad de picos que dificultan seriamente la interpretacién de los

espectros. Por este motivo, el estudio se centro solo en H2Bip.

Como ya se menciond en la primera seccidn, los fotodimeros son inestables. Esto
puede deberse a varios aspectos. Por un lado, la presencia de un heteroatomo (N) en el
azo-ciclobutano hace que la estructura sea menos estable comparado con un ciclo de
cuatro carbonos. Por otro lado, factores estero-electronicos como también la tension
inducida en la estructura ciclica dada, principalmente, por los maltiples anillos y por las
cadenas poli-alcohdlicas de gran tamafio presentes como sustituyentes, aportan mayor

inestabilidad a las moléculas.

Teniendo en cuenta estos puntos y sabiendo que los productos de la reaccién
térmica de los dimeros son el reactivo intacto y otro mondmero al que posiblemente se
le adiciond una molécula de H20, la degradacién de los dimeros podria estar dada por
una reaccién tipo retro-cicloadicion [2+2] y la posterior hidrélisis por parte de uno de

los mondmeros.

Como ya se habia mencionado, la solucion irradiada y conservada un tiempo
determinado en oscuridad se analizd6 por H-RMN (Figura 11.6.c). Estos espectros
mostraron los picos correspondientes al reactivo regenerado y otras sefales
correspondientes a P1. Cabe destacar la existencia de dos grupos de sefales
correspondientes a P1. Esto sugiere que se estarian generando al menos dos productos.
Dada la asimetria de las moléculas, este hecho seria compatible con mas de una

posibilidad de incorporacién de la molécula de H>O cuando se produce la hidrélisis de
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los dimeros, segun sea en C6’ o en C7'. Ademas, estos dos grupos de sefiales tienen
distinta intensidad, es decir que los dos productos hidratados podrian estar en distinta

proporcion.
11.4 Conclusiones

En este capitulo se investigo la estabilidad térmica de los fotodimeros generados
a partir de H2Bip y H2Nep. Se observd que lo méas probable es que se produzca una
retrocicloadicion [2+2], con la consiguiente formacion de un producto que podria ser un
mondmero con la adicién de una molécula de H20 y la regeneracién de otra molécula de
reactivo inicial. Ademas, se intentdé establecer la estructura de los fotodimeros
generados a partir de H2Bip y HoNep. Dada la complejidad de la reaccion, la diversidad
de productos formados y a la inestabilidad de los mismos, no fue posible aislar y
caracterizar completamente los dimeros. Sin embargo, podria proponerse como
estructuras mas probables la formacién de los dimeros anti-Rtrans y syn-Rsyn (Esquema

11.1). En el Esquema 11.2 se resumen los resultados de este capitulo.

1 *
H_Pt
hv §

H_ Pt IS

(H,Pt),/(H,Pt),

P1

Esquema 11.2 Mecanismo propuesto de formacion y degradaciéon de los fotodimeros de
H2Bip y H2Nep.
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Conclusiones Generales

Las pterinas son compuestos heterociclicos muy distribuidos en la naturaleza que
pueden existir en distintos estados de oxidacion, ya sea totalmente oxidados (pterinas
aromaticas u oxidadas) o parcialmente reducidos (7,8-dihidropterinas y 5,6,7,8-
tetrahidropterinas). En solucién acuosa las pterinas presentan un anico equilibrio &cido-
base relevante desde el punto de vista bioldgico, que involucra un grupo amida (forma
acida) y un grupo fenolato (forma alcalina), con un pKa de aproximadamente 8 para
derivados aromaticos, y cercano a 10 para los reducidos (Esquema 1). Asimismo las
pterinas poseen generalmente un sustituyente en el C6, el cual puede ser de tamafio y

naturaleza quimica muy diversos afectando las propiedades fisicoquimicas y bioldgicas

(Tabla 1).
0 o
N SN H* HZN)%N N7

forma acida formaalcalina

Esquema 1 Equilibrio &cido-base del anillo pterinico en soluciones acuosas.

0 0
N R N R
HN3 | 5 HN3 | 53
)%1 8/7 )%1 g * :
N
HNT N7 N H,N" N
H

H
R Pterina oxidada Dihidroderivado

-(CHOH)2-CH20H neopterina (Nep) 7,8-dihidroneopterina (HzNep)

-(CHOH),-CHs3 biopterina (Bip) 7,8-dihidrobiopterina (H2Bip)
-CHO 6-formilpterina (Fop) -
-CH.0OH 6-hidroximetilpterina (Hmp) -
-COOH 6-carboxipterina (Cap) -
-H pterina (Ptr) -

Tabla 1 Nomenclaturay estructura quimica de pterinas oxidadas y 7,8-dihidropterinas.

Las pterinas se encuentran en la naturaleza principalmente como pigmentos en
insectos y cofactores enzimaticos de muchas reacciones del metabolismo de

aminoacidos y &cidos nucleicos. También existen derivados cuyas funciones ain no han
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sido completamente dilucidadas y podrian participar en procesos de fotorrecepcion,

transduccidn de sefiales y proteccion contra el estrés oxidativo.

La fotoquimica de las pterinas comenz6 a despertar interés cuando se descubrid
su participacion en procesos fotobioldgicos. Por otro lado, se ha demostrado que algunos
derivados se acumulan en la piel de pacientes que sufren vitiligo, enfermedad cutanea
que cursa con déficit de pigmentacion, debido a la interrupcion 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. En este trabajo de Tesis se estudio el comportamiento fotoquimico en solucion
acuosa de dos compuestos que se acumulan en la piel de los pacientes que sufren vitiligo
biopterina (Bip) y su dihidroderivado, 7,8-dihidrobiopterina (H2Bip). Ademaés se
estudiaron otros dos compuestos relacionados estructuralmente con éstos: neopterina
(Nep) y 7,8-dihidroneopterina (H2Nep).

Los estudios se realizaron en solucion acuosa bajo irradiacién UV-A (320-400
nm), a pH fisiolégico (~ 7) para los dihidroderivados, y a pH = 55 6 10,5 para las
pterinas aromaticas. De esta manera, se logré tener en solucién una sola forma &cido-
base de cada pterina. Para las distintas reacciones fotoquimicas estudiadas se
caracterizaron/identificaron los productos de reaccidén, se obtuvieron rendimientos
cuanticos y se investigaron los mecanismos de reaccion. Ademas se estudio la
estabilidad en la oscuridad de los fotoproductos generados. A continuacién se detallan
las conclusiones generales méas relevantes y en el esquema final se resumen las
reacciones fotoquimicas y térmicas investigadas.

@  Bipy Nep se consumen cuando sus soluciones acuosas aireadas son irradiadas con
radiacion UV-A, generando como productos 6- formilpterina (Fop) y peroxido de
hidrégeno (H202). A su vez, en condiciones de anaerobiosis, se genera un
intermediario rojo que fue identificado como 6-formil-5,8-dihidropterina. Este
intermediario, que es también formado fotoquimicamente por 6-
hidroximetilpterina (Hmp), reacciona rapidamente con O, para generar Fop y O2*-,
que luego se transforma en H202. 6-Formil-5,8-dihidropterina se genera a partir de
los estados excitados tripletes de los compuestos estudiados y es inestable también
en ausencia de Oz descomponiéndose lentamente en una serie de productos entre
los cuales se encuentra nuevamente a Fop. Por otro lado, se calcularon los

rendimientos cuanticos de consumo de reactivo (®-r) para ambas formas acido-
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base y en distintas concentraciones de Oz (Tabla 2). Para las dos pterinas oxidadas,
los @.r se incrementan con la disminucién de la concentracion de O. y son mayores
para las formas alcalinas que para las formas acidas. La disminucion de los valores
de ®-r con la concentracién de O, se atribuye a la desactivacion de los estados

tripletes de las pterinas por esa especie.

DR pH=7,0 pH=55 pH=10,5

Ar Aire 02 Ar Aire 02
Bip - 0,10+0,01 0,037+0,003 0,024+0,003 0,18+0,02 0,12+0,01  0,07+0,01
Nep - 0,11+0,01 0,044+0,003 0,018+0,002 0,16+0,03 0,11+0,01 0,069+0,005

H.Bip  0,05+0,01 - - - - : )
H>Nep 0,038+0,005 - - - = - -
Tabla 2 Rendimiento cuantico de las pterinas estudiadas.

@  H:Nep y H2Bip se consumen fotoquimicamente para generar cada una dos dimeros
con peso molecular exactamente igual al doble del peso molecular de cada
reactivo. Esta reaccion se genera a partir del estado excitado singlete del reactivo,
el cual forma un intermediario que reacciona con una molécula del
dihidroderivado en estado basal. Este proceso es independiente de la
concentracion de O disuelto en el medio y de la concentracion inicial de reactivo.
Se propusieron estructuras probables para los fotodimeros, las cuales
comprenderian la formacién de un azo-ciclobutano formado por N5-C6 y C6-C7 de
cada monomero. Asimismo, los dimeros formados son inestable en oscuridad,
produciendo la regeneracion del reactivo inicial y formando otro producto, el cual
posiblemente sea una molécula de reactivo que incorporé una molécula de H20.

@  Por su parte, H2Bip ademéas de fotodimerizar, en presencia de O, se oxida
generando su analogo aromatico, Bip. Esta via, que es despreciable en un primer
momento, adquiere importancia a medida que transcurre el proceso fotoquimico.
Esto se debe a que se produce una aceleracién en la via oxidativa, generada por la
fotosensibilizacion de H2Bip por parte de Bip y otras pterinas oxidadas, a través de
un mecanismo de transferencia de electrones desde H2Bip hacia el triplete excitado
de Bip. HoNep también sufre una fotosensibilizacion por parte de pterinas
oxidadas, pero en este caso, el producto mayoritario es un compuesto que no pudo
ser identificado. Este producto no absorbe a la longitud de onda de irradiacion,
motivo por el cual la fotosensibilizacion no interfiere en la fotoquimica directa del

reactivo.
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La oxidacién fotoquimica de H2Bip a Bip no habia sido probada hasta el momento y
podria explicar la formacién de este Ultimo compuesto, que es generador de
especies reactivas de oxigeno y citotoxico para los melanocitos, en la piel afectada
por vitiligo. Por otro lado, se demostro, por primera vez, la formacién de anién
superoxido y H20> en las fotooxidaciones de H2Bip y Bip lo que podria contribuir al
estrés oxidativo demostrado en las zonas que sufren falta de pigmentacion en la

piel.
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