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Abreviaturas.

1:1 = Equilibrio 1 histamina con 1 derivado de porfirina
1:1:2 = Equilibrio 1 histamina con 1 desivado de porfirina y equilibrio 2 histamina con 1 derivado de
peririna.

TeAA = Trimetlamina.

[MP = Inosina monofosfato.

ATP = Adenosin Trifosfato.

HPLC = Cromatografia fiquida de alta presion
CG = Cromatografia de gases.

UV = Ultravioleta.

mM = milimolar

um = micromoles.

ul = microlitros.

W = metal

L = ligante.

P = derivado porfirinico.

H = Histamina.

§HP] = complejo derivado porfirina histamina.
{H2P] = complejo derivado porfinna 2histamina
TCPP = fetracarboxifenilporiirina.

TMPyP = tetra(N-melilpiridinio}porfirina

TCP = 5,10,15,20-tetra-piridilpofirina

TPPS; = tris (4-suifonatofenit)porfirina.
TPPS: = tefrakis (4-sulfonatofeniliporiirina
Aabs. = diferencia de absorbancia.

Ac = diferencia de coeficientes de absortvidad molar.
AH = entalpia.

AS = entrapia

K = constante de equilibrie

Cat = caloria

Lys = lisina.

Arg = Arginina.

Ome = metoxi.

¢ = configuracion cis-cis

tl = configuracidn trans-trans

nm = nandometos

2 = longitud de onda.

A = amstrong.

PHz = porfirina hibre

PH.Z = porfirina en forma diacido

P# = porfirina forma dianién.

Tris = {Tris[Hidroximetilj aminometano)

D;0 = agua deuterada.



TG-FTIR = Termografia gravimétrica acoptada a infrarrojo con trasformada de Founer
ESCA = Analisis quimice por espectroscopia electronica
FDA = Food and Drug Administration.
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Introduecion

Introduccién

Una de las areas mas importantes de la quimica en las dlimas decadas ha side el
reconocimiento molecular, este fenomeno se fundamenta en que una matécula pueda interaccionar
especificamente con otra, es decir, que una molécula huésped reconozca fundamentalmente a una
molécula anfitrion. EI reconocimiento generalmente funciona a través de interacciones por varios
sitios acordes ala geometria de las moléculas involucradas en el proceso. Las interacciones pueden

ser de diferente naturaleza y esto depende de la propia estructura de las moléculas.

Durante un largo periodo, la asociacion no covalente se tratd como un tipo de interaccion
debil y no especifico, se considerd como un componente de procesos tales como solvatacion y
adsorcion a interfaces. Un descubrimiento de importancia primordial fue que la asociacion no
covalente es responsable en buena mediada de la alta eficiencia y especificidad en el
reconocimiento molecular ncluyendo una gran cantidad de procesos biologicos. As se sentaba las

bases de una nueva area de la quimica, actualmente llamada Quimica supramolecular.t.

Esto ha generado mucho interés por el estudio de estos sistemas, para tratar de generar
estructuras receploras capaces de reconocer especificamente moléculas de interés practico, asi

como elucidar el comportamiento quimico para encontrar cada vez mejores receptores?

Por otro lado la histamina es un compuesto de gran importancia en procesos biologicos, el
contar con métedos rapidos v eficientes para detectar esta sustancia es primordial, por lo gue el
desarrollo de molécutas capaces de reconocer a la histamina representa una buena alternativa para
este objetivo, ya que la histamina es una sustancia relacionada con la histaminosis, que es una

infoxicacion quimica producida per la ingestidn de alimentos con una aita concentracion de ésta.

Las porfirinas sustituidas tienen caracteristicas estructurales adecuadas para que pueda
existir una interaccion por varios sitios con la histamina. Las porfirinas pueden actuar como liganies
de gran varedad de catones metalicos formando compuestos complejos con numero de
coordinacion cuatro, con la posibilidad de aumentar el nimero de coordinacion hasta seis cuando se

coordinen en las posiciones axiales ofro tipo de Igantes.
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Por esa razon en esle trabajo se experimentd como receptor para la histamina. Las
siguientes porfirinas: benzbica, coproporfirina y una porfirina tetrasustituida con tosilato, y con cada

una se coordinaron dos metales formando las metaloporfirnas de Zinc y Cobre.

La histamina, ademas de tener la posibilidad de coordinarse al metal puede interaccionar
con grupos sustituidos de cada porfirina para estabilizar mas el complejo porfirina-metalica-histamina
a Tavés de interacciones tales como puentes de hidrogeno, puentes salinos, interacciones de

apilamiento =, Van der Waals, etc.
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Antecedentes

En los tiempos prehistoricos, durante los cuales el hombre primitivo se mantuvo vivo
principalmente de la caza, probablemente descubrio pronto el arte facil de la pesca. En el antiguo
Egipto, la principal fuente alimenticia era el pescado. Al principio solo se reafizaba en el rio Nilo y

mas tarde fambién en el Mar Rojo

Durante la Edad Media, el bacalao salado, la sardina y su pariente mas pequedio, blando y
graso, la anchoa, eran conacidos en la cuenca mediterranea e incluso se inicio la exportacion en

pequeda escala al orienfe medio.

Algunos palses dependen en gran parte de |a pesca para cubrir sus necesidades proteicas.
Japon, la primera potencia pesquera def mundo, vivid una época en la que no consumia carne de
animales de abasto (1a ingestion de carne Ia introdujeron los visitantes extranjeros). Y sin embargo,
el pescado es el Gnico alimento importante de origen animal que todavia no ha sido completamente

domesticado o cultivado. Sélo se dispone de salmones y truchas criades en granjas.

Hasta hace poco, ¢l pescado fresco solamente se consumia en las zonas costeras, ya que
su rapida alteracion creaba problemas de transporte insalvables. El moderno transporte refrigerado y
el rapido procesado mecanico que se inicia ya a bordo, han resuelto el problema en gran medida,

pero aiin persisten problemas relacionados con |a alteracion rapida del pescado.

Hay muchas razones para una alteracion del pescado mas rapida que la de fa came de
mamifero, entre ellas se tienen las siguientes: mayor contenido de agua, mayer porcentaje de acidos
grasos insaturados que son méas facimente oxidables y por tanto més faciimente degradables, poco

tejido proteico y por tanfo poca proteccion frente a la oxidacion y penetracion microbiana.

Los animales de abasto sacrficados con el minimo estés y lo mejor posible no
experimentan sacudidas y poseen en sus misculos una alta concentracion de glucogens al que se
ie denomina con frecuencia almidén animal, se origina de carbohidratos sencillos como la glucosa y

se almacena en el higado bajo la influencia de la hormona insulina. Cuando se necesita para
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producir energia es liberado de su almacén, esto lo realiza la hormona adrenalina que se produce
cuando se excita un mamifero, o incluso un animal de “sangre fria”. Después de la muerte tranquila
de un animal acaecen una serie de reacciones en cadena que se inician con la degradacion del
glucogeno y terminan con la formacion de acido Jactico que actila como una especie de conservante
alimentcio. St un animal lucha por su vida utitiza en este combate gran parte de su glucogeno y
producira muy poco acido lactico, cuando se capturaun pez generalmente hace grandes esfuerzos y

contracciones antes de morir y en consecuencia, después de la muerte se altera rapidamente.

Histamina y factores que afectan su formacién.

Seguido de la muerte del pescado, el Adenosin Trifosfato (ATP), es rapidamente degradado
a Ingsina monofosfato (IMP), por las enzimas endogenas (autolisis). Las siguientes degradaciones
del IMP a inosina y hipoxantina es mucho mas lenta y es catalizada principalmente por la enzima
endogena IMP fosfohidrolasa y la inosina ribohidrolasa, con la contribucion de enzimas bacterianas
que se incrementan conforme aumenta el iempo de almacenamiento. La degradacion de ATP tiene

relacion paralela de cémo se reduce la frescura del pescado®

Ademas tenemos ofro problema inherente a la captura del pez, cuando se encuentran en la
red, 1a presion de la red y el peso de unos peces sobre olros determina que las bacterias del
contemdo intestinat salgan con éste y se extiendan por la piel, en estas condiciones el pescado se
altera pronto, ya que las bacterias solo se inactivan por abajo de los -6°C.

El pescado tiene una alta cantidad de lipidos insaturados que son faciimente oxidables,
resultando en una alteracion en aroma, sabor, textura, color y valor nutricional. La oxidacion se
presenta inmediatamente después de la caplura. Pero toma mayor importancia a temperaturas
menores de 0°C cuando la oxidacion mejor se lleva por la actividad microbiana dande un factor de

mavyor dafip

La oxidacion de los lipidos inicia con tempranos cambios en el pescado, €508 cambios
alternan el batance natural entre antioxidantes y pro-oxidantes incluido oxigeno activo, la activacion

de hemaproteinas y un incremento del hierro fibre por consumo de antioxidantes’.
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El contenido de aminoacidos libres en los productos pesqueros es alfo cuanda se compara
con los anmales terrestres ya que tiene como funcion en los organismos acudticos la de
osmoreguladores® considerando esto, sabiendo que e} misculo de pescado es un soporte ideal para
la formacion de microorganismos y de una amplia variedad de compuestos amino, resultado de una
descarboxilacion enzimatica de fos aminoacidos, esto ocurre durante un proceso de descomposicion
que mplica un proceso de proteolisis junto con una produccion y activacion de las

aminodescarboxilasas’.

De estas reacciones de descarboxilacion de los aminoécidos se forman ciertas aminas,
conocidas como biogénicas {(ver figura N° 1). Estas aminas pueden ser alifaticas, ciclicas ©
heterociclicas de bajo peso molecular, enfre ellas se encuentra fa: trimetilamina, putrecina,
cadaverina, espermina e histamina, algunas de ellas generadas en el musculo del pescado de la
siguiente manera Cadaverina, generada a partir de la lisma; putrecing, generada a partir de la

ornifina e histamina de la histidina.

De entre ellas, Ia histamina, fue la primera amina biogénica caracterizada de este grupo de
aminas. Es una amina no volatl, formada por descarboxilacion del aminoacido histidina, para lo cual

se precisa de la enzima L-histidina-descarboxilasa,
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Figura N°1 Ruta de formacion de histamina y otras aminas biogénicas.
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Los factores involucrados en la formacion de histamina que a altas concentraciones causala
intoxicacion ltamada escombreidosis o intoxicacion histaminica es la forma mas frecuente de
intoxicacion por pescado en todo el mundo. La escombroidosis la pueden producir pescados
escombroides (caballa o escombro, atin, bonito ¢ albaccra), o no escombroides, como el pez

espada. Estos factores han sido estudiados en muchas de estas vanedades®.

En el trabajo de Bremner en 1992, se asume que la histamina es producida en una menor
parte por autdlisis. Esto es debido a que después del agua que se encuentra en un contenido de
80% (pip), tas proteinas son e mayor constituyente (15-20%). Las proteinas que se encuentran en el
misculo pueden ser clasificadas de fa siguiente forma: proteinas sarcopléasticas que son solubles en
agua; proteinas contractiles (como miosina y actina), las cuales son extraibles en disoluciongs de
una alta fuerza ibnica y las proteinas que son insolubles en disoluciones fanto de aita y baja fuerza
ionica {colageno). En el almacenamiento post-mortem, no hay un cambio en las proteinas
sarcoplasticas ni en su actividad enzimatica y composicion, aungue en el caso de las proteinas
miofibrilares, las proteinas del citoesqueleto (o-actinina y o-conectina) son las que presentan
proteolisis. La regidn Z de fa miofibrilla aparece destruida por accion de las proteasas liberando o~
actinina. Esto ademas muestra a la 3-conectina, proteina que fiene un considerable peso molecular
ademas una disposicién fongitudinal a lo largo de la miofibrilla, ésta es rota de Ta oi-conectina por Ja
proteolisis. Sin embarge los cambios no son reportados en la mayoria de las proteinas contractiles:
actina y miosina. La proteinas de colageno son relativamente un componente menor def misculoy a
pesar de haber un conflicto evidente, es generalmente aceptado que en cierto grado las colagenasas

toman lugar en la descomposicion®.

Por otro lado, la principal forma de produccion de histamina es por microorganismos de flora
inicial y los desarrollados en el pescado, mediante la accién de enzimas endogenas. Kimata, hace
referencia a un microorganismo en especial que esta relacionado con envenenamiento por histamina
en Japon que es el Profeus morganij que pertenece a la flora natural de muchos peces. La
histamina, se encuentra en allos niveles, en tejidos de pescados en descomposicion. Aunque hay
olros aimentos que pueden tenes tambign altas concentraciones de histamina como pueden ser el
aueso y pescado en conserva en el cual el microorganismo causante de la histamina es el

Lactobacillus casei, este microorganismo es capaz de producir histamina en conservas de pescado
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almacenadas a pH = 5 y temperatura ambiente. Estos productos fermentados son caracteristicos en
los paises asiaticos siendo éstos frecuentemente ricos en histamina. La sardina fermentada con pan
de arroz es una comida tradicional Japonesa, ésta preparada en toneles por un periodo de 6 meses
a 1 aiio de fermentacion. En un estudio realizado por Yatsunami y colaboradores, se observa un
ceecimiento de bacterias formadoras de histamina halotolerantes y halofiicas de 101 - 102 a 104108
después de un penodo de 6 meses, el contenido de putrecina, histamina y tirosina, también tuvo un
incremente considerable durante este periodo. £l aistamiento de Jos microorganismos halotolerantes
y haléfilicos en la sardina cruda, fueron identificados come: Micrococcus, Vibro, Pseudomonas Il /1Y
NH y Pseudomonas Il / IV H, los microorganismos identificados 6 meses después en el proceso de

fermentacion fueron: Staphylococeus, Micracoceus y Vibro*0.

Por ofro lado Sanceda, estudio €l comportamiento de 1a histamina durante la fermentacion
en la manufactura de salsas de pescado. Para tal objetivo utilizaron pescado fresco y pescado
descompuesto, con y sin agregado de histidina. El contenido de histamina en la adicion de 2% de
histidina con pescado fresco no cambia significativamente después de un lapso de 4 meses. Sin
smbargo cuando la histidina es adicionada a un pescado en descomposicién el contenido de
histamina presenta un ascenso pero decrece confinuamente con respecto al tiempo. Este
decaimiento sugiere la presencia de una bacteria que descompone a la histamina, También se
puede concluir que al inicio de la fermentacion las bactenas mas favorecidas son las que pueden
descarboxilar a la histidina y conforme pasa el fiempo de fermentacitn las condiciones ya no fe son
favorables. Analizaron 10 salsas comerciales de pescado y en 8, [os niveles de histamina estaban

por debajo de nivel de descomposicion marcado por FDA de 50mg/ka™.

En 1995, Wei y colaboradores realizaron pruebas de almacenamiento con pez espada
fresco, se vio que contenia al inicio espermina y con el pase del tiempo de almacenamiento, hubo un
aumento en la cantidad de putrecina, cadaverina, histamina y espermina. El orden de grado de
produccion de las aminas biogénicas fue el siguiente: histamina > cadaverina> espermina

>putrecina’?,

En un estudio realizado por Aksnes y Brekken en 1988, determinaron gue la formacion de

aminoacidos también depende de la estacion de recoleccion y de alimentacion anterior a la captura
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la recoleccion de pescado, en verano, durante su alimentacion répida, libera gran cantidad de lisinay
arginina, seguido por los precursores microbianos de la cadaverina y la putrecina respectivamente,

debido a la presencia de gran cantidad de enzimas del fracto infestinal®s,

En 1988, Dawood y colahoradores, estudiaron ef efecto de la propiedad (enire 0°C y 30°C)
de trucha arcoiris fresca, (Saimo frideus) por un periodo de 6 horas antes de un almacenamiento en
frio, las muestras enteras y evisceradas, fueron analizadas para putrecina, cadaverina, histamina y
espermina, para la espermina por HPLC a partir de sus derivados de benzoit por intervalos de 2a 14
dias de almacenamiento a 0°C, obteniendo los siguiente resultados: un incremento en la
concentracion de putrecina (menor de 3.5 ugfg a 6-8 g/g); cadaverina (menor de 1 pafg a 1-4 palg)
e histamina (menor de 1 ug/g a 4.5-13 j2g/g) durante el almacenamiento mientras que los niveles de
espermida que inicialmente era menor de 5pgfg y espermina inicialmente menor de 6 pglg.
Decrecieron después con un crecimiento inicial durante los primeros 4 dias. La concentracion de

aminas en el pescado eviscerado fue menor que en el pescado enlero™.

Okuzumi y su grupo en 1990, estudiaron los cambios de la flora microbiana y el contenido de
poliaminas durante el almacenamiento de carne picada de macarela (Trachururs japonicus). Fue
estudiada en los estado de descomposicion (fa cuenta tota) aerdbica era de 1.1 a2 1.3 X 1010 g} en
muestras aimacenadas a 5°C, Pseudomonas Il y Pseudomonas I/IV-NH, eran las tipicas bacterias
en el deterioro, que dominaban en la flora bacteriana y fueron detectados altos contenidos de
aminas, siendo los siguientes valores los obtenidos: putrecina(2.3-54 mg/100g), cadaverina(11-15
mg/100g) e histamina (7.2 -12 mg/100g)*.

Yamanaka y colaboradores en 1987, examinaron la variacion de: tiramida, putrecina,
cadaverina, agmatina y triptamina en el miscule de calamar durante almacenamiento a las
siguientes temperaturas: 0, 3.5 y 15°C. Inicialmente, cuando el misculo estd fresco, la agmatina es
detectada en pequefias cantidades, la cantidad de agmatina se incrementa conforme pasa el tiempo
de almacenamiento llegando a exceder los 30mg/100g al mnicic de la descomposicion y de
40mg/100g en un estado avanzado de descomposicion, a partr de esto, concluyeron que la

agmatina formada a partir de fa arginina, puede ser un buen indicador de la frescura del calamar®.
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En un estudio de pulpa de trucha congelada Dawocd y colaboradores, reportaron que |2
concentracion de putrecina y cadaverina estaba en exceso (1.10 ppm) en el segundo dia de que el
pescado entero estaba a 0°C, de alli propusieron que la determinacion de ambas aminas puede ser
ubhzada para determinar su calidad. Para muestras almacenadas a 30°C, se comprobd que Vibroy
Photobacterium eran las bacterias dominantes y se obtenian aitas concentraciones de histamina
(210-1336 mg/100g) y cadaverina (74 - 612 mg/100g)'4.

El envenenamiento por histamina esté reportado como una de las mayores intoxicaciones de
ongen alimentario Originalmente asociada con el consumo de pescados pertenecientes a los
géneros escombroides y aunque también se han presentado en especies no escombroides y muy
rara vez en quesos madurados. La escombroidosis es una intoxicacion que dafa a los seres
humanos que en casos Severas es muy rapida (10 a 30 minutos). Los sintomas del envenenamiento
por histamina incluyen: dolor de cabeza, nausea, vomito, comezodn, diarrea, sensacion de ardor

estomacal e hipotension 817,

Los niveles de histamina que pueden llegar a constituir niveles toxicos es muy incierto
debido a los potenciadores de la toxicidad, ya que pueden ser mas baja que la dosis efectiva
presente en el pescado. Esta aceptado que en la presencia de una intoxicacion por histamina
cuando se presenta un buen procese de enfriamiento, la goncentracion de histamina raramente pasa

de 5 mg/100g de muestra.

Sin embargo, el riesgo de envenenamiento por histamina no solo esta asociado con &l
consumo de pescado fresco, fomah en 1992 concluyd en su estudio, que también debido a la
resistencia de 1a histamina al calor puede estar presente en otros productos como el atln enlatado.
La presencia de histamina en cantidades toxicas en cames estenlizadas puede ser debido a las
pobres condiciones de higiene en el proceso de elaboracion. Arnold y Brown, en 1978, mencionan
que cuando hay incidentes de envenenamiento por especies escombroides, la concenracion de
histamina generalmente se encuentra a mas de 100 mg/100g de muestra’®. En el trabajo hecho por
terso en 1074, la intoxicacion escombroidosis se atribuye al consumo de atun conteniendo

mistamina en una concentracion de 68-280 mg/100g de muestra®™

10




Antecedentes

Debido a que la histamina y las aminas biogénicas no pueden facilmente ser destruidas por

métodos fisicos como podria ser el enfriamiento y calentamiento hay que evitar su formacion.

Contrario a lo que se esperaba la nueva evidencia médica ha demostrado que la histamina
presente en el pescado tiene una participacion menor en la etiologia de la escombroidosis. En
consecuencia hay dos hipotesis que se desarroliaron a partir de esto y son las siguientes: 1} 1a
accidn de la histamina en la dieta es potenciada por otros componentes en un pescado toxico o 2)
las toxinas, en ciertas células del organismo y una terapia de antihistaminicos resuita ser efectivo

para reducir el nivel de histamina endogena y de los efectos de la histamina de fa dietal®-2,

Muchas reportes en vivo y en vitro sugieren que el metabolismo de absorcion yio la
presencia de una amina biogénica puede afectar el efecto de una segunda amina. Las diaminas y
poliaminas inhiben la union entre 1a histamina con la mucina, por to tanto fa histamina puede ser
kberada de |a mucina intestinal e incrementar la cantidad de histamina absorbida en lumen intestinal

resultando que haya un aumento en la toxicidad por histamina?32.

La temperatura de almacenamiento es un factor muy imporiante para la produccion de
histamina, generalmente a temperaturas de 0°C o menores inhibe la formacion de histamina, Taylor
en 1982, recaba informacion a temperaturas enfre 2'y 10 °C y aunque no esta bien definido ya que
muchos estudios han reportado que a esas temperaturas la formacion es minima o no hay
produccion de histamina, concluye que las diferencias entre estos estudios es quiza debida al tipoy

nivel de flora migrobiana en el pescado usado para los estudios %
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La formacién de histamina como indicador de frescura en los productos marinos.

£l uso potencial de la concentracion de histamina como criferio de aseguramiento en la
frescura de los productos marinos se ha discutido en muchas investigaciones. La presencia de
histamina en el misculo de pescade es un buen indicador de la descomposicion que se estd
llevando a cabo, por o que la concentracion de esta amina biogénica tiene correlacion con fa calidad

sanilaria del pescado

Limites recomendados de contenidos de aminas

En 1982, 1a FDA estableci6 el nivel de accién de defecto por histamina en los productos de
pescado escombroides como 20 mgfg, lo cudl indica un mal manejo y un nivel de accién de peligro
de 50 mg/100g, el cuat es considerado como una riesgo para la salud. Aunque Ja relacion entre el
nivel de histamina y Ia toxicidad de la muestra de pescado no es muy clara, el tener un contenido de
histamina mayar de 200 ppm en el pescado puede ser considerado como foxicologicamente
significativo y un contenido mayor de 50 ppi indica gue el pescado fue sometido a malas practicas
de manufactura y posiblemente sometido a calentamiento™28, En Francia el maximo permitido para
la concentracion de histamina en producto marinos es de 10 mg/100g aplicado para el atin?.

La FDA en 1995 propuso una nueva guia, a partir de la revision de politicas anteriores, en fa
cual se relaciona la descomposicion de productos pesqueros con la congentracion de histamina en

los mismos. A continuacion se presentan los cambios mas importantes realizados:

1. Considerar ta descomposicion del pescado cuando la concentracion de histamina
sea de 50 ppm, anteriormente se consideraba 100 ppm.

2 Exlender la nueva aphcacion al atin y mahi-mahi crudos y congelados.

3. Eliminar la comprobacion de la descomposicion del pescado por métodos
sensoriales cuando la concentracion de histamina era menor de 200 ppm

4. Considerar en descomposicion & olras especies cuando los niveles de histamina se

encuentran entre 50ppm - 500 ppm.
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5. Considerar a otros pescados diferentes al atin, implicados en un envenenamiento
por histamina o que puedan causar dafio a la salud, cuando los niveles de histamina se

encuentren por arriba de 500 ppmé,
Determinacion de aminas biogénicas en pescado.

La frescura fiene ia mayor contribugidn a la calidad del pescado y de los productos

pesqueros, siendo esencial para la calidad final de éstos,

Varias tacnicas analiticas, incluidas 1a cromatografia de capa fina, HPLC, cromatografia de
gases, andlisis de aminoacidos, sensores electroquimicos, sensores de amperaje y ensayos
enzimaticos se han desarrollade para la determinacion de aminas y asi determinar la frescura del

pescado.

El procedimiento fuorométrico es el método oficial de la AOAC, siendo ademas el mas
comin para |a determinacion de histamina?. El método invelucra una extraccion con metanol de la
muestra de alimento, la separacion de la histamina de los aminoacidos pasado a fravés de una
columna de intercambio ionico y reaccionando con o-ftaldehido bajo condiciones controladas,
seguidas después por la medicion fluorométrica. Este método proporciona exactitud y sensitividad

con un Limite de aproximadamente1 mg histamina/100g de muestra?.
Cromatografia liquida

La deteccion de la histamina separada por cromatografia liquida tiene problemas dado que
la histamina absorbe pobremente la luz ultravioleta y flourece pobremente, la histamina no es una
molécula conveniente para la deteccion electroguimica. Se han hecho vasiantes donde la
introduccion en una post-columna que reacciona con o- ftaldehido para formar un denvado
fluorescente que aumente la sensitividad y especifidad. £ Limite de deteccion es de 1.5 ng con una

respuesla lineal en un intervalo de 7 y 750 ng*.
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L.a variante de cromatografia liquida propuesta por Veciana-Nogues, en 1995, es descrita
para la determinacion de aminas biogénicas en pescado y productos de pescado. La histamina,
firamina, serotonina, B-feniletilenamina, friptamina, putrecina, cadaverina, agmatina, espermina, ¥
espermidina pueden ser determinadas en menos de 60 minutos . La preparacidn de 1a muestra
implica solo 2 extracciones con 0.6N HCIO4 y son filrados en a través de una membrana de 0.45 um
de tamaiio de poro. La ausencia de interferencias por aminas volatiles, amingacidos y dipéptides
esta comprobada. Los estudios de fiabifidad fueron satisfactosios, et método es lined para cada

amina en un intervalo de 0.25 y 8 mg/L y una precision (coeficiente de variacion) de entre 0.7-0.95%,

Cromatografia Liguida de alta presién.

En el método propuesto por Gow-Chi Yen y Chi-Luan Hsieh en 1991, iene como objetivo, la
determinacion simultinea de putrecina, cadaverina, tripamina, 2-feniletifamina, espermina,
espermina, histamina, tiramina y agmatina. Las aminas son derivadas con cloruro de benzoilo y
separadas con una columna RP-18, usando un gradiente de elucion con una mezcka de agua-
metanol durante 10 minutos. El confenido de aminas en pescado enlatado fueron detectadas con

este metodo, detectando 9 aminas en bajos niveles®,

Por otro lado, Sato y colaboradores en 1995, realizaron un nueva via parala pre-columna de
desivacion y andlisis de histamina por medio de HPCL, el método estd basado en la formacidn del
derivado diazo acopfado con la histamina. Este método de derivacion es simple, eficiente, sensible y
especifico para la histamina y otros compuestos imidazol. Por medio de HPLC, permite rapidez y la
separacion de la fase unida con deteccion de luz visible de ese compuesto en 20 minutos con una
sensibilidad de 10 pmoles. Este método fue utilizado para confirmar la canfidad de histamina

producida en el misculo del pescado Scomber japonicus™.

Un trabajo similar al hecho por Gow-Chi Yen and Chi-Luan Hsieh iue el realizado por Hwang
Deng-Fwu, y colaborares en 1997, encontrando condiciones opimas para la bencilacion de las
aminas con cloruro de benzoilo a 30°C per 40 minutos para eliminar a influencia de fa interferencia
de picos durante ef analisis. La curva de calibracion para cada amina es lingal en un intervalo de

000211g — 4 g, L.a amina es recuperada de la came de pescado por extraccion con 6% acido
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ncloroacético con HCIOs 1M Este estudio se hizo en un filete de marlin fito que contuvo
84.tmg/100g de histamina®,

Cromatografia de capa fina.

Bajos niveles de esperming, espermidina, putrecina, cadaverina e histamina pueden ser
determinados con cromatografia de capa fina, (CCF), con el método desarrollado por Spinelli y
colaboradores en 1974, Fi método usa derivados de fluorescentes de amina formados ¢on cloruro de

dansilo, {5-dimetilamino)-1-naftaleno sulfon cloro)3,
Cromatografia Gas-liquido.

Staruszkiewicz y Bond en 1981 desarrallaron un procedimiento de CG para la determinacion
cuantitativa de lag diaminas putrecina y cadaverina usando derivados perfluoropropionil. La
extraccion de las aminas de alimentos fue hecha con metano! y hexanodiamina usado como
estandar interno. El residuo seco de las sales de clorhidrato de fas aminas fue preparado y derivado
con perfluropropionato anhidro por calentamiento a 50° C durante 30 minutos. Se uso una celumna
de alimina para separar la mezcla de reaccion y los derivados fueron eluidos con 30% de disclucion
de acetato de etilo en tolueno. La separacion de este procedimiento de CG, fue hecha en fa columna
a 180°C, usando este procedimiento, pudo ser cuantificado menos de 1 mg de diaminas/g de

muestra; ademas se utifizd un detector de captura de electrones™.

El grupo de Yamamoto, desarrolic un métede cuantitalivo para la determinacion de
putrecina, cadaverina, espermidina y espermina en alimentos. Esta se consigue por una elusion a
traves de una columna con resina de infercambio idnico y son convertidas en derivados carbonitos
por medio de la reaccion con etl cloroformato en medio acuoso antes de aplicar la cromatografia con
la flama de ionizacién. Usaron 1,8 diamino octane como estandar interno y realizaron la separacion y
la determinacion de los derivados en una columna Uniport HP (0.5m) bajo condiciones de

temperatura programada®.
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Evaluacidn enzimatica.

Lerke y colaboradores, realizaron un metodo rapido para detectar histamina en el pescado.
£l procedimiento cualitativo usa dos pasos secuenciales, en el primero, fa enzima diamina oxidasa
cataliza la desaparicion de histamina con [a produccién de peroxido de hidrogeno. La deteccion del
peroxido de hidrdgeno se lleva a cabo por la formacion de cristal violeta a partir de bases leuco con
la presencia de peroxidasa a 596 nm; este metodo se puede utilizar en pescado crudo o pescado

procesado,

Posteriormente, una modificacion del método de Lerke por ¢l grupo de Rodriguez-Jerez
resuitd un método rapido para determinar la histamina, consiste en la determinacion de falongitud de
onda dptima, esta depende del tempo de incubacion a una temperatura constante de 37°C.
Resultando que fa longitud de onda optima fue de 580 nm, con una incubacion de 15 minutos, con
esas condiciones ta linealidad que se observa entre 1y 25 ppm de histamina®,

Otros métodos que se emplean para la determinacion de aminas son los que usan la
diamina oxidasa. Entre &stos se encuentran los realizados por Male y por 8. Tombelli, éste tlimo
desarrolld un método amperométrico que funciona como un sensor de histamina, putrecina y
cadaverina. La diamina oxidasa es extraida del riion de cerdo, purificada, horogenizada e
inmovitizada dentro de una membrana porosa de nylon. La membrana enzimatica fue sujetada con
un electrodo amperométrico para la determinacion de la concentracion de las aminas acumulados en
filetes de pescado durante el aimacenamiento. Para la deteccion del perdxido de hidrogeno liverado,
el electrodo de platino debe estar a +400 mV vs. Ag/AgCl para impedir la contaminacion y eliminar la
interferencia electroactiva, El biosensor es lineal arriba de 6mM y tiene un limite de deteccion de
25uM para estas tres aminas, las membranas con las enzimas son estables a 5°C y pueden ser

usadas para 60 ensayos®4,
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Evaluacion Sensorial.

La evaluacion sensoriat es definida como la disciplina usada para evocar, medir, anaizar, e
interpretar las caracteristicas de los alimentos, las pruebas estan divididas en tres grupos: pruebas

discriminativas, afectivas y descripfivas®2,

Aunque son pruebas que tienen muy buena correlacion entre los datos obtenidos v la
cantidad de histamina en |a muestra, presentan el problema de que tienen que ser realizadas con
personal altamente entrenado y la cuantitatividad es muy pobre, lo que las hace pruebas poco

accesibles.

Métodos Microbiolégicos.

Muchas bacterias que dafian al pescado reducen el dxido de trimetilamina a trimetilamina
(TMA), y esta reduccion es usada como base para varios metodos rapidos conductimétricos, siendo
un buen método con una buena correlacion con la frescura del pescado, los cuales son informados

en almacenamiento aerébico y pescado empaguetado.

Luong y Male desarrollaron un sistema biosensor para medir la concentracion de hipoxanfina
como indicador de frescura, la hipoxantina es un producto de autodegradacion formado por la
adanosina 5'- trifosfato en el pescado y es el responsable del sabor amargo caracteristico de los

pescados muy poco fresces®,

Compuestos volatiles.

El olor es uno de los parametros mas importante para evaluar la frescura del pescado,
siendo una medicion para determinar el tiempo y condiciones de almacenamiento debido al dafio

presentado
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Los compuestos volatiles que contribuyen al aroma del pescado se pueden dwidir en 3

grupos basados en su origen.

—

Olor det pescado

Olor de pescado fresco
aromas de plantas, pepinos,

nongos

Olor de dafio microbiano
sulfure, amoniaco y olores

pitridos {diversas aminas)

Olor por dafio de oxidacion
ofor aceite de higado de

bacalao

Alcoholes y compuestos
carbonitos Cs-Cs Ejempla: 1,5-

octadein-30l, 2,6-nonadienal,

Etanol,3-metil-1-
butanol,efilacetato,amoniace,
TMA, sulfuro de hidrogeno,

Hexanal, 2,4 - heptadienal,
2,4,7- decatrienal

mercaptano

Tabla N° 1 Compuestos que confribuyen a} aroma det pescado.

Los métodos para el andlisis de compuestos volaties involucra la coleccion y concentracion
de eéstos seguida por una cromatografia para identificar ¥ cuantificar a los compuestos. Los
compuestos de alto punto de ebullicién requieren siempre métodos mas eficientes de aislamiento

como pueden ser disolventes organicos o CO; supercritico.

Otros métodos se basan en las destilaciones simultaneas y la extraccion en fase gas o en
una destilacion al alto vacio, una vez que una sustancia volatl ha sido atrapado ésta debe ser
pasada por una fase térmica de desorcion o extraceion con disolventes para cromatografia para la

correcta separacion e identificacion.

Aunque la cromatografia es un buen metodo de analisis para la deteccion de histamina, la

comptejidad y los costos de éstos los hacen reservados para nivel laboratorio e investigacion®.
Determinacion con ATP.
Un indice quimico adecuado para determinar |a frescura del pescado debe ser cuantificable

y objetvo El ATP por si solo no puede ser usado porque es rapidamente trasformado a IMP, la

concentracion de los intermediarios de esta degradacion crecen y ¢aen rapidamente, no siendo Gtil
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para determinar frescura en el pescado, como resultado la atencidn se ha puesto en lainosinay la

hipoxantina que son los metabolitos terminales del ATP.

El valor de la degradacion de ATP es expresado en funcion de un parametro K, el cual esta
defimdo como la suma de las concentraciones de inosina e hipoxantina del total de concentracicnes
de metabolitos de ATP. Ei pescado fresce tiene un valor de K bajo, esto sugiere gue el valor de K €5
un indicador viable de la frescura del pescado que puede ser aplicado tanto para pescado
congelado, ahumado y bajo atmosferas modificadas. Aungue otros dicen que el valor de K esta
hmitado, ya que depende de diferentes variables como sor: fa variacion entre espacies, el tiempo
post mortem, la temperatura de almacenamiento, las condicienes de manejo y los méfodos de
matanza. Debido a esto el grafico de K vs. iempo, debe estar determinado por especie ¥ bajo

condiciones especificas de manejo y almacenaje™,

Mediciones fisicas

Los cambios fisicos en el pescado son el resultado de la declinacion de la frescura y
principalmente de la estructura y color. Las mediciones de texiura pueden servir para determinar
cambios estructurales, para esto utilizamos texturometros. La textura en el pescado entero es dificil
de medir porque carece de una esbructura uniforme, por lo que s¢ hace dificil preparar muestras
aproptadas, dando como resultado una gran variabilidad y dirigiendo su estudio a diferentes
métodos, sin embargo, los resultados obtenidos muestran una buena correlacion con resuftados de

analisis sensorial.

Ofra forma para determinar la estuctura del pescado fresco es fa caracterizacitn
microestructural del masculo, se tienen diferentes técnicas: macroscopia (baja magnificacion 2-10

veces), microscopia, laser cofocal, escéaner de microscopia elecirdnica®.

Dos métodos desarroilados para determinar la concentracion de TMA han sido los
elaborados por G Sakauntala y M Tndiberndra y por el grupo de M Egashira. Estos métodos se
basan en un oxido metalico semiconductor y en un sensof de gas Ef primer giupo estudio un

sistema con una ftalocianina de Manganeso y et segundo grupo lo realizo con TiOy-Rutenio, llegando
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a Iz conclusion de que la frescura puede ser monitoreada muy rapidamente y con gran sensiividad
usando estos microsensores, ademas de gue es una prueba no destructiva de la muestra de

estudip¥i 4,

Otro de los métodos desarrollados para determinar a la trimetilamina, son los colorimétricos,
Carmick M y Stephen J.H. desarrollaron un método para determinar rapidamente a este compuesto,
este método esta basado en un calix(4)areno que tiene incluido nitrofenilazofenal complejade con
\tio. Estos autores hicieron interaccionar algunas aminas volatiles, como la TMA, con este sistema y
encontraron que e desarrollaban un cambio de color amarilfo a rojo debido a la formacion de un

complejo de inclusion, este cambio esta en funcion de la concentracion de TMAAT,
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Las porfirinas

Las porfirinas son compuestos derivados de (a porfina, Figura 2, por la sustitucion de alguna
o lodas las posiciones periféricas La quimica de este tipo de compuestos ha sido estudiada
extensamente desde el siglo pasado v existen gran niimero de trabajos acerca de su reactividad,

distribucion e importancia biologica.

6 5

Figura 2, Anillo de Ia molécula de porfina. Posiciones periféricas substituibles 1-8 y posiciones interpirrolicas o, B, v, ¥ 8,
llamadas cominmenle meso

Ef macrociclo de la porfirina esta altamente conjugado y pueden escribirse mugchas formas

resonantes. Hay 22 electrones , pero solamente 18 de éstos estan incluidos en la deslocalizacion

de acuerdo con fa regla de Hiickel (4n+2) para el criterio de aromaticidad.

Las porfirinas son compuestos altamente coloridos y sus principales bandas de absorcion
tienen coeficientes de absortividad muy grandes siendo Ja banda de Soret, ubicada alrededor de los

400 nm, caracteristica de la conjugacion del macrociclo.

Las porfirinas pueden aceptar dos iones hidronio para formar el diacido 2* o donar dos
protones y convertirse en el anién 2+ Es de esta manera como las porfirinas forman complejes con
ines metalicos generalmente dipositivos tales como: Fe?* o Mg? los cuales son los sitios activos en
muchas melaloenzimas, mismas que pueden coordinar axialmente a los sustratos correspondientes
como: Hz03, Oz, CO, elc.
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La porfirina puede verse como un anfolito con dos atomos de nitrageno capaces de aceptar
protones y dos grupos NH susceptibles de perderlos. Formalmente pueden escribirse los siguientes

equikbrios para las constantes de acidez de una porfirina sin grupos laterales ionizables.

pKad pkal pKa2 pKal
PHZ % PHy —® PH, — *® PH —* P
+H* +H -+ H

Las porfirinas que se encueniran en |a naturaleza, poseen normalmente cadenas laterales
de acidos carboxilicos. Para estos grupos se ha propuesto una fonizacion de manera simultanea con
los nitrdgenos pirrolicos con un aparente incremento en la basicidad de la porfirina. Las cadenas de
Acidos carboxilicos cominmente encontradas en la porfirinas naturales, son los grupas carboximetil
y B-carboxietil. A pesar de que no se ha podido determinar directamente fa acidez de estos grupos
en las porfirinas, agunos calculos han propuesto que el pKa para una porfiina monocarboxilada es
de 4.8, dicarboxilada = 5.6, tetracarboxilada = 6.5 y octacarboxilada =~ 7.3%,

A partir de los radios de enlace covalente, se puede calcular que un enlace existente enfre
un atomo de nitrdgeno y un alomo de la primera serie de transicion debe tener un longitud de
aproximadamente 200 pm. E! tamaifo del “hueco” en el centro del anillo porfirinico es ideal para
situar metales de la primera serie de transicion. El sistema porfirinico es demasiado rigido v la
distancia de enface metal-nitrdgeno no varia de manera considerable es de 193-196 pm en las
porfirinas de niquel y 210 pm en las porfirinas de hierro (Il) de espin alto. La rigidez del anillo
proviene de la deslocalizacion de los electrones m en los anillos pirdlicos. Sin embargo, si el atomo
metalico es demasiado pequeio, como en las metaloporfidnas de niguel, el anillo se encoge para
permitir un mayor acercamiento con los atomos de nitrogeno al metal. En el otro ¢aso, si el atomo
metalico es demasiado grande, no se puede ajustar dentro del “hueco” y se sita por encima del

anillo, el cual también adquiere forma de clpula (domo)#.

El orden de estabiidad de los complejos de porfirinas con iones metalicos 2+ es el que se
espera con base en la serie de Irving-Withams, excepto que el ligante cuadrado plano favorece la

configuracion ¢f del Ni?- El orden es Niz> Cu?- > Co?- > Fe2 > Zn24,
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También se ha medido la cinética de formacion de esta metaloporfirinas y se ha encentrado

un orden de Cu2+> Co?+> Fe2>Ni24,

La reactividad de las porfirinas es amplia y variada, pueden formar agregados estables con
ellas mismas o con otrag moléculas, entre ellas también las que tienen un interés biologico mediante

interacciones no covalentes y de coordinacion de éstas con el metal central. La figura 3 muestra esta

reactvidad.
Base libre
PHZ =—= PHy* —= PH, =— PH =—= pz-
Hs H+ H+ H+
Diacido Dianion
v .
M AR

He Lx(PH,) (PH,)y (MP)s,, {PM MP}

Heteroasociacion Autoasociacion
. L L
MP : MP — {-MP D L-MP-L
Complejo Metdlico
e hv
M*P

MP
MP-
mPP PH2 = porfiria libre, M = ion metdlico, L= Ligante.

Especie redox

Figura 3. Reactividad de las porfirinas.

E1 anillo de porfirina o modificaciones del mismo san muy Comunes en sistemas biologicos y
son claves para muchos procesos en seres vivos, tal es el caso de los pigmentos pirrdlicos

(porfirnas, clorofilas, vitamina Bz, pigmentos biliares, etc). Estos constituyen la materia colorida mas
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abundante en los sistemas naturales, algunos de ellos se presentan como complejos metélicos, en
Jos sistemas vivos, por ejemplo &l grupo hemo (complejo de hiesro () de la protoporfirina [X) que es
el grupo prostético de la hemoglobina y la mioglobina y se encuentra presente en los citocromos y en
fas enzimas peroxidasa y catalasa. El microambiente de hierro en la mioglobina y en la hemoglobina
es similar al que se encuentra en el citocromo C. El grupo hemo se encuentra coordinado al atomo
de nitdgeno de un grupo histidina en la cadena proteinica. En un trabajo realizado por Chang v
Traylor se mostrd fa importancia del ligante imidazol en una setie de experimentos con una
mioglobina sintética; la presencia del grupo imidazol que es un enlazante = estabiliza hasta cierto

punio al grupo hemo®,

Quiza 1a razén de mas importancia de los complejos porfirinicos en los sistemas biologicos
es que las metaloporfirinas son compuestos biologicaments accesibles, cuyas funciones se pueden
alterar mediante un cambio del metal, su estado de oxidacion o por la naturaleza de los sustituyentes
organicos en la estructura porfirinica. Adicionalmente al efectuarse modificaciones en las estructuras
dan como resultado cambio en las propiedades y éstos son las que persisten a través de los

procesos evolutivos.

Las porfirinas, dentro de sus procesos de asociacion no covalente, presentan de manera

general dos tipos de comportamiento:

« Autoasociacion.- Es el proceso mediante el cual las moléculas de porfirinas o
metaloporfirinas interaccionan consigo mismas para formar agregados diméricos, triméricos y
polimeros de crden superior,

» Heteroasociacion.- Es el proceso mediante el cual las moléculas de porfirinas o

metaloporfirinas interaccionan con un huésped, u ofras sustancias presentes en el medio.

La autoasociacion de las porfirinas y de las metaloporfirinas es un fenbmeno que se cOnoce
desde hace tempo Se ha detectado principalmente por métodos espectroscopicos (UV-vistble,
fuorescencia, RMN, Raman). Como es de esperarse el espectio electronico en la region ultravioleta
visible, presenta dependencia de la concentracion de la porfirina, sin embargo la observacion de la

batecromicidad en el espectro se ha tomado como evidencia de la especie asociada y en muchos
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casos ésta se promueve por |a presencia de sales en medios acuosos. Las porfirinas tienen ta
ventaja de ser evaluadas por 1a observacion de los cambios espectrates en la banda de Soret (e = 5

x 105 Lmoliem), lo que permite detectarlas en concentraciones muy pequefias.

Las propiedades de las porfirinas solubles en agua que tienen sustituyentes meso, tienen
una fuerte dependencia de la carga de |a porfirina y del medio (fuerza ibnica, pH y disolvente). Las
porfirinas que ienen carga negativa en la periferia como la TCPP, son consideradas mas basicas y
con una tendencia mayor a la autoasociacion (Tabla 2). Esta fendencia no se habia observado en
porfiinas cargadas positivamente como TMPYP (tetrakis(N-metiI-z-piridinio)porﬁrina) hasta que se
observd en porfiinas con grupos amonio o aminas ferciarias con carga positiva que tienden a la

auloasociacion en medio acugsosts,

Porfirinas K{M1) Medio
TPPS; 482x 104 H20, 0.1M KNO3, pH=7.5,
{TRIS) 25°C
TPPS4 9.6x 10¢ H20, 20°C
NITCPP 1.6x105 Hz0, 0.1M KNQ3, pH = 7.5,
(TRIS} 25°C

Tabla 2. Constantes de dimerizacion para algunas parfirinas

El proceso de heteroasociacion, que se presenta cuando la porfirina interacciona ¢on
especies diferentes a ella (ligantes), es por mucho e! mas estudiado. La gran mayoria de las
investigaciones se han realizado con porfirinas sinteticas sustituidas en la posicion meso y con
dimeros unidos covalentemente. El tipo de ligante estudiado ha sido muy diverso: ciclodextrinas,
quinonas, aminoacidos, nucledtidos y nucledsidos, DNA, maleculas aromaticas con sustituyentes

¢on carga y aminas.

Se han hecho estudios de !a heteroasociacion de porfirinas con diferente carga o diferente
centro metalico, tabla-3. El valor de la constante para la heteroasociacion es muchg mayor gue para

|l autoasocracion ya que principaimente se trata de interacciones ion-16n34.
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Porfirinas K{M-1) Medio

TPPPS:TTAP 9x 107 H.0-Acetona {1.1)
25°C

CuTTAP-ZnTPPS, 1.37 x 107 HzO-Acetona (1:1)
25°C

ZnTCCP-ZnTMPyP B.2x 108 Ho0-Metanol (4:1)
25°C

Tabla3 Constantes de formacién entre algunas porfirinas.,

Interaccion histamina —compuestos metalicos.

Porfirinas

Las porfirinas y las interacciongs no covalentes como se vio anteriormente tienen un interés
muy importante en sistemas bioldgicos, ademas, éstas pueden actuar como compuestos anfitriones,
constituyendo una molécula nueva con una funcion de sensor optico en base a los cambios
registrados en la bandas de Soret La porfirina puede ser sensible para unirse a varios ligantes, de

acuerdo a su estructura en forma més selectiva con uno que ¢on otros.

Un estudio realizado por Pasternack y colaboradores, se determinaron las propiedades en
disolucion de los dervados de Nizr, Culy 7n? de la tetracarboxifenilporfirina (TCPP) v la tetra(iv-
metlpirditjporfiina (TMPyP). En condiciones de p = 0.1M y 25°C. estas metaloporfirinas no
muestran una tendencia a la agregacion, sin embargo, en estas condiciones los complejos
parfirinicos de Niz* y Cu2* se dimerizan con las siguientes constantes de equilibrio 1.57 10%y 1.69

x105 34, respectivamente®s,

Pasternack y Gaudemer, estudiaron la interaccion de algunas metaloporfirinas de Zinc
solubles en agua con los siguientes aminoacidos: Glicina, Leucina, Glutamina, Arginina,
Fenitalanina, Triplofano. Las constantes de equilibrio determinadas fueron relacionadas con el
reemplazo de agua como ligante axial de la tetrakis(4-N-metilpiridiljporfirina de Zinc (I} por los
amneacides en un pH de 9; éstas se determinaron espectrofotométicamente. La constante de

equilbrio fue determinada para la glicina como funcion de pH. De estos estudios de pH se determind
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que la susttucion de glicina por OH- en el zinc es termadinamicaments poce faverable. Ademas se
observd que a la establlizacion también confribuyen fas uniones intramoleculares no covalentes

entre varios sitos de los amineacidos y el macrociclo de la metaloporfirina®s,

Schneider y Wang estudiaron la energia de asociacion de las porfirinas meso susfituidas 4-
piidina, 4-anilina y 4 benzoato (TPPYP, TPA, TCP) evaluadas en agua con 23 diferentes ligandos,
entre ellos la putrecina. La porfirina ocupada para evaluar a esta amina fue la 5,10,15,20-tstra-
piriilpofirina (TCP) y determinaron la constante de unién, energia libre de unidn; cambios en la
banda de Soret en complejos dimeros de porfirina gue contengan Zn ¥ a distancia entre nitrégenos.
Los valores determinados fueron: 56.68 x 103 M, 27.1 KJfmol en CDCly y 25°C, 4 nm y 6.24 A
respectivamente. Las tifulaciones UV muestran muy buena correlacion con los valores de las
constantes evaluados a diferentes longitudes de onda {usualmente £ 10%). Lo que puede indicar

una union 1:1%.

Otras de las moléculas de interés para encontrar receptores especificos para las aminas son
los péptidos. Schneider y Sirish estudiaron el comportamiento de los derivados de porfirinas con
sustituyentes de éteres corona solubles en agua. Estos describen una afinidad por péptidos no
protegidos, con una magnitud desconocida en disoluciones acuosas hasta ¢l momento. La sefial
optica que da la porfiina hace que Sea considerada cOmo un Sensor. Ademés, puede ser la base
para un nuevo sistema cataliico como la oxidacion catalitica de los péptidos. En este trabajo
hicieron titulaciones espectrofotométricas usando ia porfirina comercial 5,10,15,20-tetrakis 4-
metlpiridina como base, haciendo estos experimentos con los derivados de esta porfirina con 4
sustituyentes periféricos de 4-piridinio{1), y algunos aminoacidos y péptidos protegidos N-
benzyloxicarbonil. Con estos experimentos, estes autores enconfraron que los péplidos
aminoacidos no protegidos no presentaban union ya que adicionando N-benzyloxicarbonil resulta en
una mayor reduccion de la banda de Soret El cambio en el valor de absorbanciaes de 0.2 a 0.4 y ¢l
de la longitud de onda es de 5 a 10 nm. También, por un ajuste no lineal de los valores de
absorbancia obtenidos entre 400 y 430 nm se mostrd un ajuste adecuado de los datos a un modelo
1:1. Un comportamienio similar obtuvieron con el derivado de porfirina con 3 grupos 4-piridinio y 1
grupo metilbenzoato(2). Este resultd ser mejor que un tercer y cuarto derivado con uno y dos grupos

4-pindinio respectvamente, éstos lueron sintetizados de manera andloga y se esperaba que
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pudigran desplazar la carga ¥ tuviera un mayor grado de selectvidad, pero a pesar de que se
hicieron experimentos de dilucion, éstos mostraban cierto grado de agregacion en agua, y por esto
ya no fueron adecuados para estudios de asociacian Schneider observd que en un medio acuoso
los derivados 1y 2 presentaban una gran afinidad por los aminoacidos, pero que los péptidos no
protegidos no mostraban union. La carga positiva del péptido del R-NHy" terminal desestabilizaba el
complejo con estos derivados, por lo que esto sugirié la introduccion de otro tipo de susiituyente al
anillo porfirinico, esta adicion fue una unidad de éter corona. Las tifulaciones con UV mostraren que
este derivado mostraba constantes de asociacion de los péptidos no protegidos mayores que las
observadas con los péptidos protegidos con los derivados 1 y 2, se determino que ef modelo para

este derivado era tambien 1:1%.

Mizutani, Wada y Kitagawa estudiaron una serie de receptores de porfirina solubles en agua
que contignen sifios de union hidrofdbica, un sitio de acido de Lewis {Zinc) y sitios de reconocimiento
electrostatica {grupos COQ). Todos los receptores estudiados tienen como estructura comin a |a
porfirina [meso-tetrakis {p-carboxifenil)porfirinato] Zinc (Zn.TCPP) y los grupos w-carboxialcoxidos 1
=metoxi, 2= butoxi, 3 = deciloxi en las posiciones orto de los grupos fenilo, Estos receptores s unen
a aminas, o-aminodcidos-esteres y oligopeptidos en agua con una selectividad significativa. La
adicion del huésped causa un cambio al rojo en la banda de Soret, el espectro tipico cambia debido
a la coordinacion de! grupo amino con el Zinc, la constante de union fue determinada por monitoreo
de los cambios de absorbancia en la banda de Soret en funcion de la goncenlracion de huésped.

La unién de [os huéspedes hidrofilicos con los receptores metox], butoxi y deciloxi mostraban
una {uerte union con los amino ésteres cationicos (Lys-CMe y Arg-Ome}) e histamina en agua (Borax,
pH=9, | = 0.1M} La constante de asociacion de la histamina con el derivado metox) es notoria, ésta
gran afinidad puede deberse a que la coordinacion entre el zinc y el grupo imidazol es adecuada,
ademas existe la interaccion electrostalica entre los grupos carboxilato del derivado metoxi v el
grupo amonio de Ja histamina. Las siguientes observaciones revelan la importancia de las
interacciones electrostaticas en la asociacion: 1) la constante de asociacion de la histamina es
mucho mas grande que la del imidazol y 2) la constante de asociacion de |a histamina a pH = 9 se
incrementa cuando |a fuerza iénica es reducida de 0.1 M a 0.01M y también se incrementa cuando

variamos el pH de 9 a 8. Debido a que los pKa de la histamina son de 6.1 para el grupo imidazol y
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0.9 para el grupo amino, la histamina con un pH de 8 presenta en mayor proporcion la especie con el
grupo NH> protonado, el cual es mucho mas afin al derivado metoxi que la histamina en forma

neutra.

Los receptores con sustituyentes metoxi, butoxi y degiloxi; se unen con 1a histamina a pH=8
a 25°C con unas consiantes de union de 1.57x10%, 3.1x10%y 1.82x1 04 M+ respectivamente, donde la
coordinacién (Imd-Zn) y el puente salino (NHy*-~00C) estabiliza el complejo. La gran dependencia
de Ia constante de unién con la fuerza ibnica indica gue la interaccion electrostatica entre 10§ grupos
amonio de fa histamina y os grupos carboxilato del receptor contribuyen significativamente para una
unidn estrecha en agua.

Los valores de cambio de entalpia y cambios de entropia de 1a complejacion son bajos en
magnitud en comparacion con fos reportados para la asociacion de aminas o o-amino esteres de
metaloporfirinas de zinc en disolventes organicos. Tipicamente, los intervalos de AH® sonde -30a
-100 kJimol y AS® de -30 a -220 JIK mol) en disolventes orgénicos. Los valores bajos de AH® y
AS® reportados en agua son afripuibles a los efectos de compensacion de entalpia-enfropia, tos

cuales son parcialmente por causa del proceso de solvatacién-desolvatacion®®,

Algunos trabajos retevantes acerca de sistemas para deteccion de aminas han sido hechos
con porfiinas unidas a algunas matrices de alta porosidad, tal es el caso del trabajo publicado por
Delmarre D. y Bied-Charrefon C, en et cual inmovilizan tetrafenilporfirina de cobalto
tetrametilpiridinio porfirina de cobalto en materiales sol-gel encontrando que el espectro del material
sol-ge! con porfirina unida covalentemente tiene diferentes propiedades espectroscépicas cuando la

piridina difunde a través de este matenal®.

Otros sistemas.

Como se habia mencionado, el interés por el estudio de los sistemas huésped-anfitnon no

se limita solo a las porfiinas y metaloporfirinas, si no que también se han hecho estudios de ofras
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molécutas mas que pueden funcionar como receplores solubles en agua. En base a esto cabe
destacar el rabajo desarroliado por Nelen M1y Eliseev, AV, en el cual estudiaron el reconocimiento
molecular de metilguanidina, tetrametilamonic y sales de amonio en disolventes proticos (D20,
metano! y efanol) con 2 receptores dianionicos hase variando entre flos la configuracion cis (¢) ¥
trans () Fig 4, teniendo en total 6 derivados con las siguientes configuraciones:
11 1ct 1ce, 2t 2ot 2cc. Los resultados a que ltegaron fue que enfie mas distancia habia entre los

grupos carboxilato en el receptor, | estabilidad se reduce, el complejo que se formaes un f:180,

O, MTT
| " |

it
-00C Co0-

Figura N° 4. Estructuras rigidas de los receptores dianiénicos, configuracion trans-trans.

Lehn y Vierling hicieron un estudio comparativo de los complejos [18]-N:0s para determinar
la selectividad de esta molécula receptora para cationes amonio primarios encontrando una alta
selectividad y gran afinidad. Esta se debe a la presencia de 3 sitios simetricos ¢on nitrégeno. El
grupo R-NHz* se une denfro de a cavidad circular del macrociclo via 3 enlaces de hidrogeno *NH H
completado con B interacciones electrostaticas entre fos sitios de oxigeno y los hidrogenos de -NHs*

Representado enla figura 581,

Figura 5 .- Eter corona [18] - NiOs
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Hossain y Schneider disefiaron un receptor para reconocer selectivamente a péptides en
agua, esta molécula contiene un eter corona terminal y unidades amonio, es preparado a partir de A
formil-benzo-18-corona-6 con 4-(dimetlaming)-anilina. Este compuesto es soluble en agua y en
menor grado en una mezcla agua-metancl. En un programa de modelaje molecular usando la
minima energta establecieron que la union entre el anfitrion y el tripéptido (huésped) esta libre de
esfuerzo entre la corona y el R-"NHa. Mediante RMN determinaron que el modelo de ajuste mas
adecuado era una unién 1:1, determinando que fas constantes de union en medio acuoso erar del
orden de 100 M-, mientras que en metanol fas constantes son mayores, alrededor de 104 M,

demostrando que esta molécula iene mayor selectividad en un medio menos polarfz,

Entre otros trabajos, uno de los mas importante es el desairollado por Inoue, M.B., Maghi, L.
y Quintus,F. donde coordinan la histamina e imidazoles con compusstos de coordinacion con
macrociclos con Cu?+, Zn2* y Cd?* que fueron estudiados por *H-RMN y espectroscopia electrénica,
la molécula ligante estudiada fue la 2,9 dioxo-1 4,7,10-tetraaza-4, 7-ciclododecano didcido acetico,
{12edtaeniH: v 2.9 dioxo-1,4,7,10-tetraaza-4, 7-ciclotridecano  didcido acético (13edtapn)Hz La
molécula de histamina o imidazol sustituye a la molécula de agua en [M(1 Zedtaen)Hh(H0)0 ¥
[M{13edtapn)Ha(H20)%,

0

0
%ﬁCOOH 7\ ,—COOH
NH N NH N
Ly i
N NT N NT
\ COOH \ [ ™—COOH
0 0

{12edtaen)H, (13edtapniH,

Figura N° & Moléculas receptoras del frabajo de Inoue y colaboradores.

L as constantes de formacion de [ZnL(hsH)}* (hsHr: ion histaminio) son del mismo orden de
magnitud como e! correspandiente {CaL{hsH-)l", sin embargo, la donacion de electron de hsH* en el
complejo de Zn?* es significativamente menor que en el complejo de Cd?*. El quelato de Cu? con el
macrociclo de 13 miembros forma [Cu(13edtapnH2}i* en el cual los atomos de nitrdgeno

desprotonados de la amida se coordinan. £n la reaccion entre quelato metalico y hsHt, uno de los
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sios vacio de coordinacién del quelato de Cu? es ocupado por la molécula de hsH* y se forma
[Cu(13edtapnH.2)(hsH-)]- Como la reaccidn de complejacion no ccurre ¢on imidazol, la complejacion

de hsH+ ocurre con dos sifios de union de cada componente.

Inoue, M.B., Quintus F. y Navarro, R.E. realizaron un trabajo similar al anterior, donde hacen
un estudio espectrafotométrico y potenciométrico de la reaccion de histidina con un macrociclo de
base amida unido con Cu®. El macrociclo es et 2,9 dioxo-1,4,7,10-tetraaza-4, 7-ciclotridecano acido
acético (abreviado como LH3), ferma con a histidina aductos en el cual la molécula de histidina
ocupa un sitic secundario de coordinacion del macrociclo-Cu?+. La formacion de ese compuesto se
pone de manifiesto por e cambio de la banda d-d del macrociclo en presencia de histidina a
diferentes valeres de pH. La composicidn de las especies fue determinada por titulaciones
potenciométricas y la formacion de constantes se obtuva como: log{CuL(hdH)¥[CuL}{hdHj = 2.8(0.2)
y log[Cu(LH.2) (haHjY{Cu(LH-2}{hdH]=2.6{0.4) {hd=ion histidinato (-1); LH2 = L con los atomos del
nitrbgeno de la amida desprotonados). Estos aductos se forman por ta coordinacion del atomo de

nitrégeno de! anillo imidazol al ion del metal central®d,

Materazzi, et al. realizaron un estudio de varios complejos de metales de transicion de la
forma MeHm,, (donde Hm = histamina; x = 1,2} y MeHm(NOs)z (x = 2,4). Los metales utiizados
fueron los siguientes: Co?, N2+ y Cu?, Por medio de analisis de TG-FTIR acoplado, l0s pascs
intermedios y 1os productos de la descomposicion fueron analizados. Los resultados de analisis de
ESCA para fodos lo compuestos de Ni2* indicaban radios atomicos correctos entre nitrogenos
organicos e inorganicos y pudieron ser utilizados para determinar ta forma de coordinacion del

metal®s,

Ofro receptor esiudiado es el propuesto por Chen, H., Ogo 8., y Fish R.H,, en cuyo trabajo
se aphican las interacciones no covalentes para el reconocimiento molecular de aminodcidos
aromaticos ¥ alifaticos, acidos carboxilicos arométicos y acidos carboxilicos alifaticos, en medio
acuoso, ccupando como receptor al (nf'-Pentamemciclopentadienil)rodio-nucleobase. Se encontrd
que este receptor efectivamente reconoce y se une a un gran nimero de os huéspedes estudiados
por procesos 1o covalentes, pero esta union esta influida por otros paramefros como son el

impedimento estérico, efectos conformacionales y efectos de solvatacion del agua®®,
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Por otro lado el trabajo realizado por Inouye y colaboradores estudid una nueva clase de
ciclofano, el pirenopano, que es soluble en agua y tiene la capacidad de acompasarse y formar una
cavidad neutral. Esta area hidrofobica se construye por dos anillos aromaiicos alineados en forma
paralela; la cavidad tiene las siguientes medidas: profundidad, 0.85 nm; anchura, 1.31 nm y longitud
de 0.46 nm. La experimentacion entre este receptor y compuestos aromaticos, catidnicos y
anionicos, por medio de espectros de UV determinaron que habia cierta afinidad entre ellos,

concluyendo que estas interacciones eran gobernadas por interacciones no covalentes®.

Otro de los sistemas utilizados en el reconacimiento molecular y que sin lugar a dudas ha
sido de los mas estudiados son las ciclodextrinas. Tabushi, en 1977, describe la habilidad de los
complejos metalicos y estudia e} complejo metalico de 6-deoxi-6-dietilentriamina-B-ciclodextrina con
Zn? como receptor. El Zn?* se une con algunos aniones carboxilato con altas constantes de unidn y

gran selectividad con respecto ala 5-deoxi-6-dietilentriamina-B-ciclodextrina sin metal 68,

33



Planteamiento del problema

Planteamiento del problema.

L a histamina es una sustancia que tiene gran repercusion en ta salud por &l consumo de alimentos,
principalmente pescado que no tiene una optima calidad sanitaria. Por otro lado se ha visto el interés
generado por estudiar sistemas receptores ¢on el fin de conocerfos y asi generar nuevos y mejores
receptores, s decir, muy selectivos y con alta fuerza de union con alguna molécula en particular. En
el caso de 1a histamina, las porfiinas metalicas sustituidas pueden ser buenos candidatos a ser

receptores especificos para esta sustancia.

En base a lo comentado anteriormente y con ei fin de encontrar un sisterna con alta selectividad con
metaloporfirinas para reconocer especificamente a a histamina, variando tanto el metal central como
los sustituyentes periféricos de las porfirina, en este trabajo se experimentaron como receptor pare la
histamina las siguientes porfiinas: coproporfirina |, (21H,23H-Porﬁrina-2,7,12,17-tetraécido
propanoico - 3,8,13,18-tetrametil); (5,10,15,20-Tetrakis(4-timetilamonio} fentl}-21H,23H porfirina
tetra-p-tosilato, 4,4",4" 4" (21H,23H-Porfirina 5,10,15,20-tetrayl}tetrakis- {4cido benzoica). A cada
una se le coordinaron dos metales formando las metaloporfirnas de zinc y cobre. La histamina,
ademas de tener la posibitidad de coordinarse al metal, puede interaccionar con grupos sustituidos
de cada porfirina para estabilizar mas el complejo porfirina-metélica-histamina a través de
interacciones tales como puentes de hidrogeno, puentes salinos, interacciones de apilamiento =,

Van der Waals, efc.

En base a esto se plantean los siguientes objetivos.
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Objetivos.
Objetivo General.

+ Estudiar sistemas capaces de interaccionar con la histamina con alta selectividad y

determinar e efecto de la carga de la porfirina sobre la selectividad de fa union.
Objetivos particulares.
» Preparar los complejos de coordinacion entre Cu? y Zn? y las porfirinas: Coproporfirina |,
{21H,23H-Porfirina-2,7,12,17tetradcido  propancico - 3,8,13,18-tetrametil); (5,10,15,20-
Tetrakis(4-timetilamonio} fenil)-21H,23H porfirina tetra-p-tosilato, 44 4" 4~ (21H,23H-

Porfirina 5,10,15,20-tetrayi)tetrakis- {&cido benzoico)

« Determinar las constantes de estabilidad entre las diferentes porfirinas metalicas sustituidas

y la histamina.

« Determinar los cambios en la selectividad y fuerza de union entre los derivados con la

histamina en funcion de su naturaleza anionica o catidnica.

e Determinar algunos paramefros termodinamicos (Keq, AH y AS) entre porfirinas metalicas

sustituidas e histamina.
+ Determinar la estructura mas probable del complejo porfirina-metal-histamina mas estable.

« Determinar cual de los sistemas estudiados es el mejor receptor parala histamina.
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Metodologia experimental

Reactivos.

La Copreporfirina |, (21H,23H-Porﬁrina—2,7,12,17-tetraacido propanoico - 3,8,13,18-tetrameil);
(5,10,15,20-Tetrakis{4-trimetilamonio) fenil)-21H,23H porfirina tetra-p-tosilato, 4.4 4" 4" (21H,230-
Porfirina 6,10,15,20-tetrayl)etrakis- (acido benzoico) Figura N°7.

Anillo base para porfirina banzoica y tosilato Anillo base para coproporfirina.

5.10,16,20-Tefrakisd-(tnmetitamonio)fenil-21H,23Hporfirina tetra-p-tosilato

¢t 0
R= —@—N—CHS HBC@S—O_
1 il
CH, 0

Coproporfirina | dibidroclohidrato

R= GH,CH,-COOH
R1=CH,

44’ 4" &~ (21H,23H-Porfirina-5,10,16,20 tetraly)trakis (acido benzoico)
0

Figura 7 - Anitlos base de las porfirinas utilizadas con los sustituyentes de las 3 porfirinas.
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Estas porfirinas fueron obtenidas comercialmente de Aldrich y se utilizaron sin purificacion posterior

La histamina se obtuve comercialmente de Fluka, en forma base y se ufilizo sin purificacion

posterior.

Las sales de ZnClz (Baken) y CuCl, {Baker) Tris (Afdrich) y NaCi {Mallinckrotd), se obtuvieron
comercialmente y estas fueron grado RA, se utilizaron sin purificacion posterior.

Amortiguador.

Todas las disoluciones preparadas fueron hechas con amortiguador de Tris 0.1My NaCl 0.1apH9,
realizadas con agua nanopwra purificada con el equipo Mili-Q Water Reagent System.

pH.

£n todos 1as disoluciones estudiadas se ocupd un amortiguador en el que se ajusto el pH con HCt
BM. El pH se determind con un pH-metro Orion modelo 710-A con una precision de + 0.005

unidades de pH y electrodos de vidrio combinado y semimicro de la marca ROSS®
Estudios por espectroscopia de absorcion electrénica en la regién UV —visible.

Se utilizé un espectrofotometro Ocean optics, modelo PC2000, con una ventana espectral de 200nm
a 850nm y una resolucion de 0.36nm acoplado con un bafio con un intervalo de (15°C — 60°C}. y

celdas de cuarzo de 1 cm de paso oplico.

Los estudios que se realizaron en un inicio fueron determinar fa concentracién de porfirina a utilizar,
para lo cual se tomaron en cuenta varias condiciones: tenia que ser una concentracion de porfirinas
que al medir su absorbancia, ésta cumpliera la ley de Beer. Ademas se busco que todas las
concentraciones sean iquales para que ef estudio sea comparativo entre los 6 derivados en su

capacidad de selectividad y fuerza de unibn a la histamna. Por ofro Jade, hemos visto que las
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porfirinas tienden a una autoasociacién, para no favorecer ésta y cumplir con las demés condiciones

la conceniracion elegida fue de 8.2 x 107M.

Paso sequido se estudio 1a metalacion de la porfirina en estudio, que aunque no es el objetivo de
este rabajo era necesario conacer cuanto tiempo tlevaria tener el complejo formado para lo cual se
ocupd una relacion molar 1:10 entre la porfirina y el metal, con una concentracion final de porfirina
de 82 x 107 My 8.2 x 108 M para el metal. Posteriormente se realizd la cinética de metalacion de la

reaccion siguiente, figura 8:

Figura H° 8.-Reaccion de metalacion para ta porfirina de tosilato y benzéica.

Posteriormente se prepard una disolucion stock de complejo de concentracion 2.05 x 10-5M la cual
se prepara a partir de disoluciones stock de porfirina y metal de cancenfracion 5 x 10-M cada una,
mediante las diluciones adecuadas. La disolucion steck de porfirina se prepard pesando la cantidad
necesaria de porfirina, disolviendola en amortiguador pH = 9 agregando amortiguador suficiente
hasta el aforo. Para las disoluciones stock de los metales se disolvio CuCla y ZnCh en agua
desionizada. Por medio de estudios cinéticos se determin el iempo que es necesario para que ia
reaccion de metalacion de la porfirina se complete y este resulto ser de 13 horas, este tiempo
corresponde at derivado de porfirina benzdica con Cu?, siendo este el complejo més lento de toda la
serie estudiada, ! cual nos dio la pauta de que al menos se debe de esperar 13 horas para tener los
complejos formados en disolucion por lo cual para asegurar la completa complejacion en todos los
casos. se dejo por un tiempo de 48 horas a temperatura constanle de 25°C, protegidas de la luz

solar
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Pasado el tiempo de formacion del complejo, se preparan 7 disoluciones a partir de la disolucidn
stock de complejo formado torando 800 L. A cada una de estas disoluciones se vario &} volumen
de una disolucion stock de histamina con una concentracion de 3 x 104 M entre Oul— 1200pt y
complementamos con amortiguador para tener un volumen total de cada disolucion de 2 mb para
que finalmente tengamos una concentracion constante de complejo de 8.2 X 10-"M y un intervalo de
concentracion de histamina enfre 0 M~ 1.8 x 104\, dando un intervalo de relacion entre el complejo
y fa histamina de 1 : 0-219 veces, estas disoluciones son agitadas con un vortex a mediana
velocidad durante 0.5 minutos para cada {ubo. Para la formacion completa dei complejo se dejan 24
horas a temperatura de 25°C, protegidas de 1a fuz, después de este tiempo las disoluciones son
estudiadas a 5 temperaturas: 20°C, 22.5°C ,25°C, 27.5°C, 30°C. Para un solo sistema se realizan
todas las evaluaciones de fodas las temperaturas, el orden que se practico para determinar con que
femperatura iniciamos es aleatorio. Para empezar a fomar lecturas de las disoluciones las dejamos
20 minutos a la termperatura a ensayar, estas temperaturas las tomamos con un termometro marca
digi-thermo, con un intervalo de —55°C a 148°C + 0.05 unidades de °C. Después de este tiempo

empezamos a tomar lecturas de las muestras en la longitud de onda maxima del sistema.
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Absorbangla

Analisis de Resultados.

Cinetica de Fermacion de Complejo Porfirina Benzoica-Zn (1,10}

[Posfinal= 8.2 X 10'M, [Zn"}= 8.2 X 10'H
pH=9, Tris=0.1M, NaCl= 0 14

Cinetica de Formaclén de Complejo Porfirina-Cu {1:10}
[Porfitina Benzclcal=8.2 X 10M [Cu2+]= 82 10'M
pH=9, Buffer Tris 0 1M NaCl 0 1M

4i6nm ‘

|

416nm
424 0m 07

Absorbancla.

T T T T 1 1 T T T M
) 0 40 40 v 40 440 50 %0 0 410 420 £0 40
X (rm) 2 (nm)

Grafica N° 1.-Cinética de metalacién de los derivados de Cu2+y Zn2+ porfirina benzéica

Después de la eleccion de ta concentracion de porfirina a utilizar, 8.2 x 107 M, se sintetizaron |as
porfirinas metalicas de acuerdo a la metodologia descrita anteriormente. Un paso importante en la
sintesis de estos compuestos es determinar la cinética de metalacion ya que es indispensable tener
al sistema porfirina-metal, en equilibrio antes de realizar fa interaccion con histamina. Por esta razén
se hicieron los estudios del tiempo de metalacion de las porfiinas. Con este fin se realizaron
cinéticas de metalacion en condiciones de pseudo-primer orden para las 3 porfirinas con cobre y
7ing, realizadas bajo las mismas condiciones de experimentacion (pH, fuerza idnica, concentracion
de porfirina). £n todos los espectros realizados de los 6 derivados se presenta un cambio del
espectro de ka porfirina original con respegto al tiempo. En todos los casos sé observa un comimiento
de la longitud de onda hacia el rojo de 8 a 10 nm y una reduccion de la banda de 1a porfirina y un

aumento gradual en fa sefial de la metaloporfirina.
Para los derivados de coproporfirina y 1a porfirina benzoica, los especiros obtenidos en la cinética,

nos muestran que evidentemente hay un cambio en el especiio original y esto se asocia a la

metatacion de la porfirina, ademas se puede sugenr gue en estas condiciones hay al menos dos
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especies la porfirina y la metaloporfiring, esto basado en que sélo se tiene un punto isosbestico, 1o

que se asocia un comportamiento 1:1.
Por ofro lado, los derivados de
copropotfirina son los sistemas

. Cinélica de fermacion de compleje porfinna Benzoica - metal.
[Porfinna) = & 2 x 10-7M {M2+] = 8 2 X 10-6M
que mas rapidamente llegan al

?**7 Bulfer Trs/NaCl 0.1M, pH=9

] equilibric ya que precisan de 2
935 .

horas en el caso del zinc v &

horas para el caso del cobre

. ..
2 030 .
2 s
£ s
g 9% P —4— Formacién Porfiina-Cu 424 nm paraformarse Grafica N°dy4
£ : —&— Formacion Porfinna-Zn 424 nm.
0204 ’i.,
RS En el caso del derivado de zinc
0104 de porfiina benzdica, ésta
T T T 1 1+ T f v <« 1T v 1
-100 4 106 200 300 400 500 60O FOD 80O fequlere de 12.5 horas, para su
Tiempo {minulos)
formacion mienfras que para el

Grafica N°2 Compertamiento de |os derivados porfirina benzéica
derivado de cobre a este mismo fempo adn no Hega at equilibrio Graficas N° 1y 2

Cinética de formacién del complejo Coproporfirina-Zn
27 [Coptoporfirina) = 8,2 X 10 [Zn*] =B.2x10°
Tris=0.1M, NaCl = 0:1M, pH» 3 0 5

EREE

Absorbancla.
Absorbancla.

Cinetica de formacién del complejo Coproperfirina-Cu
1 [Coproporfirina} =8 2x 10" [Cu™] =8 2x10'
Tris=0.1M, NaCl = 0 1M, pH=9.0

T T
350 400

2 {(nm}

Grafica N’ 3 -Cinética de mefalacion de los derivados de Cu2+ y Zn2+ copreportinna
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Sin embargo, aunque la porfirinas anferiores muestran una tendencia relativamente simple, la
porfirina catiénica tiene un comportamiento distinto, con esta metaloporfirina se puede suponer un
sistema mas complejo cuya cinéfica se completa aproximadamente en 6.5 horas para el caso del

zinc y de 6.6 horas para el caso del cobre GraficaN° 5,6y 7

En resumen, se encontrd que todos los sistemas liegan al equilibrio cinético después de 15 horas de
reaccion, por 10 que en la preparacion de las porfirinas metalicas siempre se dejaron reaccionar 48
haras para asegurar que se habia alcanzado el equilibrio.

El perfil cingtico de todos estos sisternas sugiere que se trata de procesos complejos, es decir,
cinéticas con uUno © mas pasos de reaccion, por lo que su cinética no se estudio a fondo debido a

que no es objetivo de este trabajo.

Cinética de formacion de complejo porfitina Coproporfinna-
}[Porﬁfina] = 8.2 X 10-TM [M2+] = 8.2 x 10-6M

o 15 Buffer TrisiNaCl 018, pH=a, Cinétlea de Fermacién de Camplejo Porfiina-Cu {1:10)

|Potfirina Tosilato]=8.2 x 107M [Cu2+]=8.2x 10 M
ARNEEE RN
L = pH=9, Buffer Trls 6.1M NaCl 0.1M
016 - 42 nm
- 437 nm
/
/
o o014 4 n !!.
5 R
g / 2
)
E 512 4 = ...'....’..0..... g
2 Y L g
*
.
019 1 g
= —=— Formacidn Perfirina-Zn
ecs- —#— Formacidn Porfirina-Cu
T T T T T T 1
[ 50 100 150 200 250 300
Tiempe (minutos)
Grafica N* 4 Compoitamiento cinético derivados de Grafica M° 5 Cinéfica de metalacion de Tosilato-Cu

Ceproporfirinal
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Cinélica de termacién de complejo porfirina Tosilato-Cobre,
{Porfirina] =8 2 x 10-TM [M42+] =8.2 x 10-6M
Butfar Tris/NaCL 0.1M, pH=9,

0120

21154

[LRIDE

0165 -

Absorbancia

0100 4

0095 4

00e0

./_/'
|

[13
0125 LR

\
\
W

]
Y
H

Q085
o

200 400
Tiempo {minutos)

Grifica N°6. Comportamiento cinético del derivado de tosilate -Cu.

216

Absorbancha

Cinelica de Formacion de Compleje Portinng Zn {1 16)
[Porfirina Tos:lalo]=6 2x 10" M [Cu24]= 82 x 10K

pH=Y, Buffer Tris 0 IM NaCl 0.1M
T T T
20 440 480
A {nm)

Cinética de formacidn de camplejo porfirina Tosltato-Zinc.
[Parfirina) = B.2 x 10-TH [M2+) = 8.2 x 10-6M

Buffer THs/NaCl 0.1M, pH=g,
075 - .
H
oG70 Y L
AV

0055 AR
2 ¥ \,-._
| “
E 0060 - . \
2

0055 -] W

o504 5

T T T T T T T T I
50 [1] 50 100 450 200 250 390 350 400

Tiempo (minulos)

Grafica N° 7 Cinética de metalacion de Tosilato-Zn con su comportamiento a 437 nm .

Reacciones de complejacion de histamina con metatoporfirinas

Los 6 derivados, que se estudiaron en este trabajo, son metaloporfirinas que son solubles en agua, a
pH de 9 y a la concentracitn de 8.2 x 107M, la tendencia a la autoasociacion no es evidente. Estas

porfirinas se encuentran totalmente desprotonadas. Los denvados estudiados con [os metales cobre

y zinc dan las siguientes combinaciones:
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Metal\Sustiuyente ] Benzoslo | Carboxilalo | Tosilato.

Zinc (Zn®) v v v

Cobre (Cu?) v v v

Tabla 4. Derivados estudiados en este trabajo.

La histamina es una amina biogénica que cuenta con dos valores de pka esfos son: el del grupo
imidazo), 6.1. y €l del grupo amino terminal, 9.9 Como se puede ver enla figura 9.

Al pH de 9.0 ! grupo imidazol se encuentra desprotonado, lo que nos dala posibilidad de que a ese
par de electrones que tiene el nitrgeno pueda coordinarse con el metal central de |la metaloporfirina.

</N]/¥NH2
u Histamina

Figura N 2. Histamina
Las metaloporfirinas, son complejos que tienen un nimero de coordinacion 4, pudiendo complejarse
y formar un compuesto con un nimero de coordinacion 5 o 8, con una o dos histaminas
respectivamente. £n base a nuestros resuitados se observa que hay interaccidn entre las
metaloporfiinas e histamina, existiendo dos posibles sistemas de complejacion entre las 6

metaloporfirinas y la histamina, asi pueden presentarse los equilibrios 1:1 0 1:1:2,
Asociacion con histamina.

Los espectros de absorcion electrénica en la region UV-visible de nuestros derivados muestran la
banda caracteristica de las porfirinas, |a banda de Soret Cuando se agrega histamina se observan
cambios en esta banda dependiendo de su concentracion.

Aprovechando esto; se Hevo a cabo el estudio descrito en la metodologia, donde se observo el
cambio del espectro electronico UV-visible a diferentes concentraciones de Histamina. Para el caso
del derivado de la porfirina benzodica, se observa un cambio notable de la reduccion de la absorcidn

2424 nm Los espectros lipicos obtenidos se muestran en la grafica 8 paraun comportamiento 1:1
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026 Absvsinm Histamina-PorfisBenzolco-Cu
1 Temp= 25.0 °C.pH=9, Buffer Tris-NaCl 0.1M
0.24

-“471 Complejo Porfirina-Cu = 8.2x 1D'TM/'/ T \
022
4 /A
i)/ =

020+

018

Absorbancia.

016 ~

0141 - A Bx10° e
0.12 4 // ——9x10* b\:§9§0

Analisis de Resuliados

M —&—t2x 10" \B\
.40+ " . —4—15x 10" “~
] Concentracidn de histamina. "
——1.8x 10
0.08 T T T T v T 1 " T
414 418 418 420 422 424
Anm

Grafica N° & Cambios en el espectro UV.vis de Porfirina Benzéica-Cu vs.[Histatnina), fa flecha indica el

cambio en &l especiro at aumento de histamina.

El comportamiento de la porfirina benzdica complejada con cobre, representada en la grafica 8
muestra un punto isosbéstico, lo cual nos indica la presencia de al menos dos especies en

disolucion, se puede sugerir que se trata de la metatoporfirina sin complejar y la metaloperfirina con

histamina.

Para cuantificar el comportamienio de asociacion entre los derivados y la histamina como
mencionamos anteriormente asumimos dos comportamientos: 1:1 que es donde dnicamente se
coordina una histamina axialmente y el 1:2 que es cuando ambas posiciones axiales son ocupadas

par dos motéculas de histamina.

Para cuantficar el comportamiento 1:1 se tiene el siguiente equilibrio:

[H p} © [HP]

Con una constante de ascciacion definida como:

+
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El calculo de la Ki se realizo mediante una ajuste no lineal a pariir de los datos de
Aabsorbancia con respecto a la concentracion de histamina, grafica N° 9, la ecuacion de gjuste no

Iineal utilizada para el comportamiento 1:1 es la siguiente ecuacion (ver apéndices):

K [Pl [H]ae
1+ K, [H]

Ecuacién 1.

F=

La ecuacion 1, tiene 2 parametros desconocidos (K1 y Ae), donde As esla diferencia ernfre

los coeficientes de absortividad molar del complejo formado y de la metaloporfirina sola. Donde la

qrafica resultante tipica de este fpo de zjuste 1:1, es a siguiente. 89

0149 AAbs vs [Histamina], Histamina-ParfisBenzoico-Cu
0.12 Temp =250 °C, pH = 9, Buffer Tris-NaCl 0 tM -
. -1 Lt
Complejo [Porfis-Gu] = 8.2 X 107 M ot
-
0.10 .
l’.

008 4 K
2 4"
5 006 ./'

004+ .’-,

002+ K4

z
0.004 o
T T T T T T T T T T 1
0.0 a0t st et tea' zoan’

Histamina (M)

Grafica N°9. Ajuste no lineal tipico de un modelo 121

La porfirina benzoica fue la (nica porfirina en fa que sus dos derivados, los de cobre y zinc,
mostraren un mejor ajuste a un comportamiento 1:1. Obteniendo los siguientes valores de K los

cuales se muestran en las tablas 4y 5
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Temperaluragh Paramelros
— ¢ | 1072864
22.5°C 8695.4250
25°C 7868.3683
275°C 6423.0276
30°C

I —
Tabia 4. Valores de Ks Porfirina Benzdica.Cobre.

Temperaluras\ Parametros K1 (M)
20°C 11.24369
225°C 10.96881
25°C 10.44422
275°C 993078
0°C 9.25277
L

Tabla 5. Vateres de Ki Porfirina Benzéica-Zinc.

Por ofro lado, el comportamiento observado en los demas derivados no coincidio con el que
mosiro la porfirina benzéica, lo que indica que los ajustes al modelo 1:1 no fueron adecuados para
estos derivados, en cambio los ajustes a un modelo donde se considera los equilibrios 1:1y 1:2

simultaneamente, fueron mas adecuados para representar su compertamiento.
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Un caso tipico es el que se presenta en el derivado de fa coproporfirina con cobre. Grafica

N> 10

0025
0020 ’
£
) -,
0.015 :
.
2 H
e 0.010 | : e,
g ...'-.,."
0005 - E ----- e,
: .
i Ajuste tipico de cinética 1:2 metaloporfirina-histamina
0000 i Coproporflrina-Cu 8.2 X107M, Temp= 26°C, Butfer 0.1M
R Tris 0.1M NaCl, pH=9.
L T T T T 1
oo 40x10° 5.0x10° 1 210" 16¢10°
Histamina

Gréfica 0. Ajuste tipico de un comportamiento 1:1 - 1:2

siguiente equilibrio, esto es, el

Para cuantificar este comportamiento tenemos el
ef complejo con una sola histamina y HaP como el compiejo con dos

comportamiento de HP como
fustaminas

K, K,

o]+ (1] == ]

Con las constantes de asociacion definidas como:

r] Ko = [H,7]
= art o)

ST
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El caleula de 1as constantes se realizo mediante una regresion no lineal sobre la ecuacion 2

(ver apéndices) a partir de los datos de AAbsorbancia, en funcion de 1a concentracion de histamina

AsH]+ KzAgz[H]z
1+ K1H + KoK [H]?

Ecuacién 2

AAbs=Ki[P],

La ecuacibn fiene 4 parametros desconoeidos {Ky, Ko,Asi Aea).Donde Aes, s la diferencia
entre los coeficientes de absortividad molar de la mefaloporfirina sola y la complejada con una
histamina; Ass es la diferencia entre Jos coeficientes de absortividad molar de Ia metaloporfirina con
una histamina y complejada con dos histaminas. Un ajuste fipico a esta ecuacién es la que se

muestra en la Grafica 10.

Para los casos de las porfirinas con sustituyentes tosilato y carbexifato con cobre y zing, los
resuftados experimentales se ajustaron de modo adecuado a la ecuacion 2 y las constantes
obtenidas se encuentran en las tablas 6 y 7

Cobre {Cu?) Zinc(Zn?")
T°Cipara| Ki (M) [KoM?) | Ki (M) [KaM?)
20.0°C | 520.7662 [ 11328.24 | 1734 052 | 5319.776
225°C | 463.6309 | 15000.35 | 1865.271 | 5567.087
250°C | 507.0702 [ 11603.17 | 2450.148 | 3537.82
27.5°C | 432 36851 29201.98 | 3116.169 | 2116.712
LS0.0“C 434.3864 | 28836.94 | 2898.45 | 2267.366

Tabla 6. Resullagos obtenidos para la porfirina con sustituyentes tosilato.
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Cobre (CuZ+) Zing {Zn+)
TClpara [ Ka (M) [KaMT  [Ka(MT)  [Ko(M?)
20.0°C | 0.03586 | 37.98e8 | 2159.219 | 272401
22.5°C | 0.02624 | 37.23¢8 | 2669.133 | 175392
25.0°C | 0.0389 | 34.11e8 | 2934.562 | 150053
27.5°C | 0.01231 | 30.21e8 | 2674.873 | 157418.6
30.0°C | 0.0387 | 34.58e8 | 2636.772]148558.6

Tabla 7.Resultados obtenidos para la caproporfirina.

A partir de fas constanies de asociacion obtenidas de los gjustes no lineales, para cada uno
de los derivados obtenemos parametros termodinamicos al relacionar sus constantes de asociacion

en funcion de la temperatura, a través de la ecuasion de Van Hoff:

AG=-RTInK
Ecuacion 3. Ecyacion de Yan Hoff
Para el comportamiento de los desivados de porfiina benzéica que se ajustan mejor a un
modelo de comportamiento 1:1, por cada temperatura ensayada obtenemos una constante K. De
esta manera para este caso obtendremos AGy derivados de la Ks. Por ofro ado, para los derivados
de porfirinas de tosilato y carboxilato que su comporiamiento se ajusto mejor a un modelo 1:1:2, se

obtienen dos constantes K1y K2. Y por lo tanto dos serie de valor de AG, AGy y AG;

Los valores obtenidos para los derivados de porfirina benzdica se presentan en la tabla 8.

Cobre (Cu®) Zinc [Zn?)

Temperatura Ki (M) AGs Kcalimol) Ki(M1) AG1 {Kcalfmol)
20315 10728 64 -5.410 11.21 -1.407
295.65 8695.42 -5.335 10.96 -1.406
298.15 7868.36 -5.320 10.44 -1.389
_300.65 6423.02 -5243 9.93 -1.371
_ 30335 5909.36 -5,237 9.25 -1.340

Tabla 8. Datos de AG1 para derivade de porfirina de henzoato de cobre y zinc.
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Por ofro lado, para los demés derivados tenemos dos valores de AG, el comportamiento de

los oiros 4 derivados se presenta en las tablas (3,10,11,12}.

Para el derivado de coproporfiina-Cobre, los datos obtenidos del célculo de AG son los

siguientes’
TK) KM K2 AG(Kcalimol) |AGo(Kcalimol)
293.15 0.0359 | 3.80x10° 1.94 128
295.65 0.0262 [ 3.72x10° 214 -12.9
298.15 0.0389 | 3.41x10° 1.92 -13.0
300.65 0.0123 | 3.02x10° 263 -13.0
303.15 00387 | 3.46x10¢ 1.06 43.2

Tabla 9. Batos de AGy y AG: pata derivado de coproporfirina de cobre,

Para el derivado de coproporfirina-Zing, los datos obtenidos del calculo de AG son los

siguientes:
T(K) Ki(M1) | Ko(M?) | AGs{Kcalimol} |AGy(Kcal/mol)
293.15 160 |272x105 447 -7.29
29565 2670 [1.75x 105 -4.63 -7.09
208.15 2930 |[1.50x10° 473 -7.06
300.65 2670 1157 x10° -4.71 -7.15
303.15 2640 |1.49x10° -4.74 747

Tabla 10. Dates de AG; y AG: para derivado de coproporfirina de zine

Para el derivado de porfirina de tosilato de cobre los datos cbtenidos son los siguientes

T{K) KifM) | Ka(M3) | AGs{Kcalimol} |AGa(Kcalimal)
29315 521 11300 -3.64 -5.44
295 65 464 15000 -3.61 -5.65
298.15 507 11600 -3.69 -5.54
300.65 432 29200 -363 -6.14
30315 434 28800 -3.66 -6.19

Tabla 11. Dates de AGr y AG: para derivado de porfirina de tosilalo de cobre
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Para ¢l derivado de porfirina de fosilato con zinc los datos obtenidos son [0s siguientes:

T (K} KiM1) | KoM?) | AGH{Kcalimol) |AGa(Kcalimol
293.15 1730 5320 -4.34 -5.00
295.65 1870 5570 -4.42 -5.07
20815 2450 3560 -4.62 -4.84
300.65 3120 2120 -4.81 -4.57
303.15 2900 2270 -4.80 -4.65

Tabla 12. Datos de AG1 y AGa para derivado de porfirina de tosilato de zinc.

Al graficar AG1 6 AG; con respecto a la temperatura en K, la gréfica tipica que obtenemos
es la representada en la grafica N° 11, de donde determinamos el valor de AS def valor de

pendiente y AH del valor de ordenada al origen. Esto a partir de la ecuacion 4:

AG=AH-TAS

Ecuacién 4.
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Grafica N° 11. Ecuacion tipica de ajuste de la ecuacitn 4
R
Resumiendo fos resultado obtenidos, se presentan en la tabla N° 13
[ Derivado-porfirina Ki K2
! AH: (calmol) | AS:(ealmolK) | At(calimol) | ASa(calimol K)
Benzdica-Zinc -3530.68 7.2
Benzoica-Cobre. -10670.7 -18
 Coproporfirina-Zinc -980.94 +124 -3165.42 +13.2
- Coproporfirina-Cobre -19813.1 -74 -2246.6 +36
T Tostate-Zine +11025.06 524 A9137.2 48
~ Tosilato-Cobre -1713.75 6.4 +17939.05 +79.59

Analisis de Resultados

Tabla N° 13 - Valores de AH y AS para lodos los derivados.
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Discusion en funcidn de las constantes.

Como ya se menciond, se estudiaron 6 complejos porfirinicos, 3 de los cuales son de cobre
y olros tantos de zinc, para e caso de cada conjunto es de suponerse que {a mfluencia de la porfirina
sobre el meta) no debe vanar sustanciamente. Por consecuencia, es logico pensar que fa
coordinacion con histamina sea muy similar, por lo que las constantes de asociacion serian muy
parecidas entre los 3 derivados de cada serie. Por esto seria logico pensar que si hay diferencias
apreciables entre las constantes de estabilidad éstas sean debidas a una interaccion probablemente
entre la histamina y los sustituyentes de 1a porfirina dando como resultado fa unién con mas de un

centro.

Los resultados obtenidos, presentan un comportamiento muy distinto entre las constantes de
estabilidad para cada grupo. De Jos 6 derivados estudiados, los de la porfirina benzébica presentan un
comportamiento que se ajusta a un modelo de estabilidad 1:1 {(ecuacién 1). Mientras que para los
derivados de porfirinas de losilato y carboxilato su comportamiento se ajusta mejor a un modelo
11:2 {ecuacion 2) Las constantes de estabilidad obtenidas, Ki y Kz, no son comparables

directamente debido a que tienen diferentes unidades.

Los valores de Ki, se comparan para la serie de porfirinas con Cu?, el derivado que
presenta una constante de asociacion mayor es la porfirina benzoica, mientras que gf derivado que
presenta menor valor de asociacion es fa coproporfirina. Esta es menor aproximadamente 106 veces,
migntras que el derivado de tosilato queda con un valor intermedio 102 veces menor que el derivado

de benzoato.
Por otro lado, la comparacién de los valores de Ko, entre los derivados de tosilato y
coproporfiring, la coproporfirina, muestra una constante de asociacion mayor por aproximadamente

105 veces respecto al derivado de tosilato.

En base con estos resultados se puede observar que los derivados anidnicos, es decir, con

un grupo carboxiato como es el caso de los derivados de coproporfinna y benzoato, son los que
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fienen mejor capacidad de estabilizar un posible complejo formado entre la metaloporfirina y fa
hrstamina.

Se puede sugerir que esta estabilizacion, en comparacion con la porfirina catidnica, surge de
una interaccién entre el grupo amino terminal NH: de la histamina y el grupo carboxilato de nuestros

denvados mediante puentes de hidrégeno.

Figura N° 10 Copreporfirina ~Zn complejada con histamina.

Adicionalmente, los grupos caracleristicos de la coproporfirina {R-CHxCHz-COO) son mas
flexivles que los benzoatos del derivado de porfirina benzbica pudiendo interaccionar mas faciimente
con el grupo R-NHz. Si se hacen estudios de mecanica molecular, empleando el campo de fuerzas
MM2, para estos sistemas se observa que las cadenas laterales de 1a coproporfiina (R-CH2-CHz-
COO) puede formar un puente de hidrégeno mas facimente con el grupo R-NHz de [a histamina
{figura 10} en comparacion con los
grupos benzoato de la porfirina
benzoica {figura 11), ya que el grupo
benzoato presente no fiene la
suficiente flexibilidad para que esta
interaccion sea mas favorecida, la
distancia aproximada del grupo
benzoato al R-NH; de la histamina,

es de aproximadamente 45 A, es

decir, suficientemente lejos para que

no se ferme un puente de hidrdgeno. Figura N° 11 Porfirina Benzoica -Zn complejada con histamina
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Los valores de K;, se comparan para la serie de porfiinas con Zn?, el derivado que
presenta una constanie de asociacion mayor es la de coproporfirina mientras que el derivado que
presenta una asociacion menor es el derivado de porfirina benzoica esta Ulima es menor
aproximadamente en un orden de 102 veces respecto al derivado de coproporfirina. Para el derivado
de 1osllato, como en la serie de CuZ, presenta una tendencia intermedia siendo menor respecto al

derwade de coproporfiina aproximadamente 2 veces.

Por ofro lado, al comparar los valores de Ky, el derivado que presenta una mayor constante
de estabilidad es el de la coproporfirina, siendo ésta mayor aproximadamente 102 veces respecto al
derivado de porfirina de tosilato, basado en este comportamiento, las porfirinas con Zn? muestran la
misma tendencia que la presentada en los derivados de cobre, el sustituyente de la coproporfirina
{CH>CHxCOO) presenta valores mayores de constantes de asociacion por la histamina que los

otros dos derivados.

Por lo que respecta a derivado de porfiina de tosilato, sf Dien este derivado es
estructuralmente parecido a la porfirina benzéica, ésta cuenta con un grupo funcional diferente que
es cafionico, los resultado obtenidos para la metaloporfirina de fosilato, no se ajustan
adecuadamente a un modelo 1:1 y por otro lado muestra un buen ajuste af modelo 1:1.2, io cual

indica que este derivado podria coordinar 2 moléculas de histamina (figura 12).

Figura N° 12 Porfinina Benzéica ~Zn complejada con histamina
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El derivado de porfirina de tosilato, que también fiene un anillo de benceno deberia en
principio comportarse como la metaloporfiring benzdica, no lo hace asi y con los valores de
constantes de estabilidad, se observa una tendencia intermedia. Por un lado, sus constantes podrian
dar idea de que se asocian a 2 histaminas pero es un sistema menos estable respecto @ los
derivados de coproporfirina, suponemos esto por lo peco flexible del sustituyente tosilato. Por
estudios de mecanica molecular, empleando el campo de fuerzas MM2, la distancia aproximada del
grupo tosilato a el de R-NH de la histamina, es de aproximadamente 5.4 A es deci,

suficientemente lejos para que no haya interaccion.

De los 6 derivados estudiados el que tiene una mayor fuerza de asociacion parala histamina
es el derivado de coproporfiina con Cu?+ seguido de este mismo derivado pero con Zn%, con un
valor de Ki para el derivado de coproporfiina- Cu2-, de = 0.03 M+ y K2 de = 37 x 108 M2y parael
detivado de Zn2 K1 = 2000 M- y K2 de = 200000 M. Es notorio et bajo valor de K1 para el derivado
de cobre, lo cual indicaria gue en principio habria una asociacién muy pobre entre este derivado y la
histamina, pero por otro tado muestia una Kz muy alta, comportamiento gue en principio podria
deberse a que la reaccion esta completamente desplazada a la formacion de [HzP].

Con estos dafos se enconfrd en términos generales que el Cu?* forma complejos mas
estables, esto concuerda con algunos antecedentes encontrados en ia fiteratura donde la histamina
bene constantes de complejacion mas altas para Cu2» que para Zn2* en disolucién acuosa™.

Par otro lado, los resultados de los valores de AH y AS estan acordes con la discusion de
los valores de las constantes de estabilidad, en general, los valores de AH grandes y negativos
indican una asociacion fuerte de la histamina con la porfirina, esto es caracteristico de ta formacion
de un enlace fuerte, como puede ser el de coordinacion. Los valores de AS muestran valores en
general pequefios, ya sean positivos o negalivos, indicando que las contribuciones entropicas no son
muy importantes, esto sugiere que el efecto hidrofébico es insignificante en comparacion con la
interaccion de los reactivos, este resultado concuarda con lo esperado, dada la caracteristica 14nica
de las porfirinas Esto se cumple para el caso de la porfirina benzéica y la coproporfirina, sin
embargo. para el caso de AH: de la porfinna catibnica-Zn2 y AHz del denvado de Cu? de esta

misma porfirina los resultades muestran un AH positivo, esto puede ser asociado, tal vez, a alguna
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interaccion desestabilizante debido al tosilalo que es cafibnico, ya que esta porfirina difiere de la
benzbica principalmente por la naturaleza de la carga, no obstante, en estos dos casos ia
contribucion entropica es favorable por lo que se presume que e} complejo 1:1 de fa porfirina tosilato
znc y el complejo 1:1:2 de la porfina tosilato cobre estan estabilizados principalmente por
contribuciones entropicas a diferencia del resto de los compuesto estudiados en este frabajo que

estan estabilizados por el factor entdlpico
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Conclusiones

Se prepararon dos series de derivados uno de Cu y otro de Zn? de las siguientes
porfirinas: benzbica, coproporfirina y tosilato y se estudiaron como moléculas receptoras para la
histamina, mostrando para todos los casos una asociacion. Para los derivados de porfirina benzdica,
esta asociacion mostré un mejor ajuste a un modelo 1:1 mientras que los derivados de coproporfirina
y tosilato mostraron un mejor ajuste a un modelo 1:1:2. Se logrd obtener una constante de
asociacion para cada derivado de porfirina benzoica Ki, mientras que para jos derivados de
coproporfirina y tositato fueron dos las constantes de asociacion obtenidas para cada derivado, K1y
Kz

En térmminos generales, los complejos de cobre mostraron una mayor afinidad por Ia

histamina.

Se logré determinar que e! derivado que reconocio mas selectivamente & la histamina fue el
de coproporfiina con Gu”, siendo el grupo carboxilato el que tuvo mayor selectividad por la
histamina con respecto a los otros sistemas, esto se dedujo a pariir de los valores de las constantes
de equilibrio, AH y AS.

La mayor selectividad del derivado coproporfirina-Cu? probablemente se deba a la mayor
flexibilidad de sus cadenas laterales con los sustituyentes carboxilato en comparacion afa porfirina
benzdica o a la porfiina catiénica, ya que permite la posibilidad de una mejor interaccién con la
histamina. Aunque la porfiina benzdica mostrd un comportamiento 1:1:2, sus constantes de

asociacion son menares raspecto afa coproporfirina.

La naturaleza de fa carga de las porfinna mostrd ser un parametro importante, ya que el
comportamiento tanto cinébice como termodinamico de la porfirina cationica, tosilato, es diferente con
respecto a los ofros dos derivados anidnicos y mostré constantes de estabiidad mas altas que el
complejo de la porfinna benzéica que es estrucluralmente similar pero con carga opuesta. Por fo que

resulta interesante estudiar el comporiamiento que tendria un derivado cationico pero con
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susttuyenies periféricos que fengan una mayor flexibilidad y asi esludiar de forma mas eficiente el

electo que imparte un sustituyente catiénico en comparacion con un anionico.

De acuerdo a los resultados obtenides, se podria utilizar de estos 6 derivados el de
coproporfiina de cobre como candidato a sensor para la histamina, pero para comprobar su
especificidad por la histamina se tendria que realizar reacciones de complejacion con oiras aminas
biogenicas asi Como con algunos compuestos presentes en extractos de pescado v otro alimentos
que podrian interaccionar con la porfirina por ejemplo: amineacidos. En funcidn de sus constantes de
complejacion se podria determinar ta selectividad de histamina y hacer los cambios necesarios en &l
sistema hasta obtener un sensor de alta especificidad para esta amina biogénica.
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Apéndices
Equitibrio 1:1

Ei equilibrio de asociacion para una molécula de Histamina y una de metaloporfirina, representada
por [H}y [P] respectivamente, es el siguiente:

]+ [p] == [re]

can su constante de equilibrio asociada

l‘(1:—[Iﬂ

] lp]

De la constante de equilibrio queremos paner en funcion de pardmetros conocidos por lo tanto:

(HP) = Ka {H} [P]

L a concentracion lotal de porfiring e histamina esta dadas por los siguientes balance de materia:

[Fl=fPh+HP]
{Hl={H] +{HP]
Para el caso de |a absorbancia inicial que se observa solo depende de una sola especie, esta es la porfirina

{otal {P}: por o tanto ta absorbancia inicial esta dada por:

ADS st = €5 [Pt

Ktenlras que para una absorbancia final dos son las especies que deferminan la absorbancla:

AbS 1= gp Pl +enp [HP)

Paralo cual & AAbs queda definide por

AADE = ADS - ABS von = Ep [P) + &ue [HP]- &5 [P
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e esta igualdad lenemos una ncognila siendo esta el valor de HP por Io que sustiluimos el valor de HP

te5liando fa siguente ecuacion:
2405 = g2 [Py + exp[K1{H} (P)- & [P
Sysutuyendo él tlermino de [P por el balance de materia la ecuacion resuita:
Aras= g [Pl +enslKi(H) (P)- & {(P)+{HP)
De nuevo sustituyendo &} termino [HP], y eliminado términos similares ta ecuacion adquiere la siguiente ferma:
AADs = exe{K(H) (PY - & [K1(H) (P))
Factorizando términos fa ecuacion adquiere |a forma siguiente:
AABs = Ky [H )i (ene- &)
Parliendo de la consideracion de que [H]= {H], del balance de materia para ta porfirina 3, sustituimos:
(Pt= P+ Ks [P {H} = [Ph (1 + Ks(H)}

Crdenando:
[Pl = P1{1+K1 H)

Pl= [P]I

1+Ks[H]

Sustituyendo, resulta la ecuacion que representa un equilibrio 1:1:
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Equilibrio 1:1:2

El equilibrio de asociacion para dos motécula de Histamina y una de metaloporfirina, representada la
histamina por [H] y la metaloporfirina por [P] es el siguiente:

[H] + [P} 'K, [HP] + [Hll —E_rf:»[Hzp]

con sus constantes de equilibrio asociadas.

PO R

P P H]

Para el caso de |a absorbangia inicial gue se observa solo depende de una sola especis, esta es la porfirina

total [P).por bo tanto fa absorbancia inicial esta dada por:

AbS e = £ {P):

tientras que para una absorbancia finat ires son las especies que determinan la absorbancia:

AbS fa = €0 [P] + £np [HPY + Erzp [HaP)

Paralo cual &l AAbs queda definido por

AABS = ADS frat- ADS sioa= £p [Pl + &xp {HP] + &rze [HaP] ~ 25 [Pl

La ecuacion anteriar se define en parametros conscidos

AADS = gp {P) +&np [HP] + &re [HaP] - €2 [Phi- e [HP] - ep [H2P]

Se fagtorizan en funcion de los complejos farmados.

AADS = (e —gp) [HP] + (erzr — e0) [H2P)
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Se rescnbe la igualdad sustiuyendo Aer = {ene — &p) ¥ Ag2= (eHze — ep)

AAbs = Agy [HP] + Aez [HaP]

Se coloca en términos conocidos:

AAbs = AgiKi[P] [H] + AezKaKa[P] [H] {H]

Se reordena

AAbs = Ky [P] [H] (Aet + Aea K2 [H])

Se sustiuye en el balance total de matesia para la porfirina

[P} = [P1i+[HP] +[HaP]

{PY = [P} + K1 [PY [H] + K2 K1 [Ph [H] [H]

Ordenamos en téfrinos semejantes y factorizamos

[P)i= (PR {1 + K1 [H] + KaKa [HT)

64



Apéndices

Colocamos |a ecuacién en funcidn de porfirina total

Pl [Pl:

ks H Kk T

_ K1 [P]r[H]
1+ K H} K1K2[H]?

(ASH’ AS:K?IH])

Reordenado queda la ecuacion resultante para un modelo de equilibrio 1:1:2

AefH] +Kz A8 2[HY

aabs =KPh = GO RT
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