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RESUMEN

El estudio de la dinamica de estados excitados del heterociclo alopurinol es muy
importante puesto que pone a prueba los métodos tedricos que existen en la actualidad,
para explicar procesos de desactivacion del estado excitado que son ultra-rapidos.

El alopurinol es una molécula estructuralmente semejante al monofosfato de guanosina
(GMP). De modo que el GMP funciona como la molécula de referencia para los datos que
se obtuvieron durante el presente trabajo, sobre todo porque es un sistema que ha sido
muy estudiado, tanto experimental como tedéricamente.

El estudio del alopurinol se realiz6 mediante la técnica de fluorescencia por suma de
frecuencias, con la cual es posible medir los tiempos de decaimiento del estado
electronico excitado con una resolucion de femtosegundos (10™° s). El alopurinol tiene
tres valores de pKa conocidos y son 1.35, 9.1 y 11.8, de acuerdo con los cuales el estudio
se efectlio en tres valores de pH distintos, 1, 7 y 10. Se encontré que en los tres casos el
decaimiento  fue biexponencial, presentandose un componente rapido
(t:=0.28 ps (pH=1), 1,=0.29 ps ps (pH=7), 1;:=0.4 ps (pH=10)) y un componente largo
(t=5.4 ps (pH=1), 1,=5.9 ps (pH=7), 1,= 23 ps (pH=10). El decaimiento fue severamente
afectado en pH 10, ya que el segundo tiempo de vida del alopurinol en estas condiciones
es muy largo, comparado con los tiempos de vida observados para las especies neutra y
monocatidnica.

Se midid el decaimiento de la emision de fluorescencia del ribdsido del alopurinol. Se
observé que la descripcion del decaimiento es monoexponencial (1,= 0.1 ps). Al comparar
este dato con los tiempos de decaimiento del alopurinol en pH neutro, es posible
corroborar la medicion de dos especies moleculares distintas, para este UGltimo caso. Esta
aseveracion surge del hecho de que la molécula de ribosa presente en el rib6sido del
alopurinol, estaciona a la molécula en uno de los tautomeros, de modo que solo se
observa un tiempo de decaimiento.

Finalmente se propuso un mecanismo de desactivacion del estado excitado para el
alopurinol en sus diferentes formas de acuerdo al pH. EI mecanismo involucra la
existencia de hipersuperficies de energia potencial donde existen las denominadas
intersecciones conicas (ICs), que conectan al primer estado excitado S; con el estado
basal Sy, con lo cual se explica el hecho de que el decaimiento de los sistemas de estudio

sea ultra-rapido.



1 INTRODUCCION

La dinamica de estados electrénicamente excitados de las bases nitrogenadas del
ADN y ARN es un campo de estudio importante. Este tipo de heterociclos
absorben fuertemente la radiacion UV proveniente del sol, por lo que son
propensas al dafio fotoquimico. Cabe mencionar que las moléculas en estado
excitado tienen mayor probabilidad de transferir electrones, y desencadenar una
reaccion por radicales libres, que en el caso de los acidos nucleicos dan lugar a
mutaciones. Asi mismo, la transfenrencia de electrones se favorecen adn mas, si
la molécula retiene la energia electrénica de excitacion durante mas tiempo, es
decir si tiene tiempos de relajacion muy grandes.

Las bases nitrogenadas, a pesar de absorber eficientemente la luz de la region del
Ultravioleta, fueron consideradas durante mucho tiempo como moléculas no
fluorescentes, debido a la limitante de los espectrofluorometros convencionales en
las mediciones de emision de fluorescencia. Con el surgimiento de laseres ultra-
rapidos asi como la creacién de las técnicas de absorcion transitoria y la de
fluorescencia por suma de frecuencias, ha sido posible medir de forma directa el
tiempo permanecen las moléculas en el estado excitado.

De esta forma, en las Ultimas décadas se ha podido observar directamente la
emision de fluorescencia de los estados excitados, de las bases nitrogenadas de
los &cidos nucleicos. Se ha reportado que el tiempo de vida del estado excitado de
dichas moléculas ocurre en la escala de los femtosegundos, lo cual les confiere
alta estabilidad al dafio fotoquimico. De forma paralela a los estudios de
espectroscopia ultra-rdpida, han surgido teorias que tratan de explicar la razén
por la cual, el decaimiento de los estados excitados de dichas moléculas es
ultrarrapido. Una de las mas importantes es aquella que propone la existencia de
hipersuperficies de energia potencial para una molécula con una configuracion
electronica y geometria dadas que se cruzan entre si, generando las denominadas
intersecciones conicas (IC).

En los estudios tanto tedricos como experimentales, que se han realizado al

respecto, es comun la comparacion de bases nitrogenadas con el mismo
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esqueleto, es decir aquellas provenientes de la purina por un lado y las originadas
por la pirimidina por el otro. Asi mismo, se ha estudiado el efecto que causan
algunos sustituyentes en el esqueleto de ambos tipos de bases nitrogenadas (A,
G, T, C y U) sobre la dindmica de los estados excitados de los mismos,
encontrandose que existen diferencias sustanciales entre las bases puricas y
pirimidicas presentes de forma natural en los &cidos nucleicos y las modificadas.
Es claro que es muy importante estudiar moléculas que son estructuralmente
semejantes a la purina (que no son derivados de la misma), que tengan un
comportamiento fotofisico conocido. El planteamiento de nuevos sistemas de
estudio, como lo es el de la dindmica de estados excitados del alopurinol, permitira
la validacion de los métodos tedricos recientes [27,22], siempre y cuando, puedan
explicar de forma congruente los datos experimentales que se observen.

En el presente trabajo se realiz0 el estudio de la emision de fluorescencia con
respecto al tiempo tanto de la molécula del alopurinol como de su ribésido. Se
encontrd, que existen dos especies que contribuyen al decaimiento del estado
electrénico excitado del alopurinol en su forma neutra. Esta se hizo evidente al
medir el tiempo de vida de los estados electrénicos excitados del ribosido del
alopurinol, porque, al bloguear una de las posiciones generadoras de tautébmeros,
con la insercion de una molécula de ribosa se observé el tiempo de vida de solo
una de las especies. Ademas, se observo también, el efecto que tiene el pH en el
tiempo de vida de los estados excitados del alopurinol, notdndose que el cambio
en el comportamiento es muy notorio en pH béasico, pues los tiempos de vida
asociados al decaimiento biexponencial, son muy grandes. En general, los
decaimientos del alopurinol son ultra-rapidos en todas las condiciones de estudio,
asi que se propuso un mecanismo de desactivacion del estado excitado,
mostrando la analogia con el mecanismo que se ha reportado para los sistemas

de guanina y monofosfato de guanosina (GMP).
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2. ANTECEDENTES

La luz del sol, para que la vida en la tierra se desarrolle, contiene cantidades
significativas de radiacion UV (A < 400 nm) que es absorbida por las bases
nitrogenadas de los &cidos nucleicos. Los fotones UV procedentes del sol son
generadores potenciales de carcindgenos. La informacién gendmica contenida en
el ADN y ARN ha sido sometida a ataques fotoquimicos desde hace miles de
millones de afios. Sin embargo, las bases puricas y pirimidicas eliminan
eficientemente la energia absorbida, esta fotoestabilidad es debida principalmente

a que los mecanismos de desactivacion son muy rapidos [1].

Las bases nitrogenadas constituyentes de los &cidos nucleicos presentan
rendimientos cuanticos de fluorescencia muy bajos en condiciones fisiologicas de
temperatura y pH. De hecho, estos compuestos se describieron como “no
fluorescentes”. Los bajos porcentajes de rendimiento cuantico son consecuencia
de los tiempos de vida muy cortos de los estados excitados de estas moléculas, es
aqui donde la espectroscopia con resolucion en femtosegundos es necesaria para

estudiar la dinamica de los componentes de los &cidos nucléicos [2-6].

2.1 Procesos de relajacion de las moléculas en esta  do excitado.
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Figura 1. Diagrama de Jablonski-Perrin
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Las moléculas en general y las bases nitrogenadas del ADN y ARN que han sido
excitadas electrénicamente, por ejemplo, con raciacion UV proveniente del sol o
de cualquier otra fuente, pueden relajarse mediante numerosos procesos tanto
fotofisicos como fotoquimicos. Una molécula no puede permanecer en un estado
excitado indefinidamente, asi, después de que ha sido llevada a un estado
electrénico excitado, invariablemente regresara a su estado electronico basal. Una
manera didactica de esquematizar los procesos de desactivacion, es emplear los
diagramas de Jablonski-Perrin, como el que se muestra en la figura 1. Para
explicarlo se asumiréa que el estado electrénico basal de una molécula dada es un
singulete, el cual se denotara por Sp, de la misma forma el primer estado singulete
excitado serd S;, y se numeraran de manera sucesiva para los siguientes estados
singuletes excitados n, como S,, de forma analoga los estados tripletes se
denotaran con la letra T, y n tomar& el nimero que corresponda de acuerdo al
nivel de energia ocupado. Los niveles vibracionales del estado basal y de los
estados excitados se indican con lineas horizontales. Cabe sefalar que las
moléculas tienen asociados niveles rotacionales muy similares en cuanto a
energia se refiere, por lo que el espaciamiento entre un nivel rotacional y otro es
muy pequefio. Por lo anterior, los niveles rotacionales no aparecen en este
diagrama. La absorcion de un foton deja a la molécula en un estado S; y a la vez
en un estado vibracional excitado, esta transicion se representa con flechas
verticales (color rosa). La molécula en estado excitado se puede relajar mediante
diferentes mecanismos. Las transiciones entre niveles de energia que involucran
tanto la absorcion como la emision de radiacion son llamadas transiciones
radiativas. Por otra parte, las transiciones que no involucran la absorcién o emision
de radicacion son denominadas transiciones no radiativas. Los diferentes tipos de
flechas indican los tipos de procesos de relajacion que pueden ocurrir entre los
distintos niveles de energia. Las flechas soélidas indican transiciones radiativas,
las flechas onduladas representan transiciones no radiativas en un mismo estado
electronico y las flechas punteadas indican transiciones no radiativas entre dos
estados electronicos. Las colisiones entre la molécula en estado excitado y las

demés moléculas del medio propician el intercambio de energia que elimina el
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exceso de energia vibracional. Este proceso es conocido como relajacion
vibracional, el cual permite que la molécula en estado excitado se relaje de
manera muy rapida al estado vibracional excitado mas bajo del estado S;. Una vez
gue la molécula ha alcanzado este nivel, puede relajarse al estado basal Sy ya sea
emitiendo un foton (proceso radiativo) o nuevamente intercambiando energia con
el medio circundante mediante colisiones, en una transicion no radiativa desde el
estado electronico excitado a uno de los niveles vibracion-rotacionales del estado
basal de la molécula en cuestion. El decaimiento radiativo de una transicion entre
estados de la misma multiplicidad de espin se denominada fluorescencia. Por
otro lado el decaimiento no radiativo que también implica una transicion entre
estados de la misma multiplicidad de espin se llama conversion interna.

Cuando algunos de los estados rotacionales y vibracionales del estado electronico
excitado S; se superponen a estados vibracionales y rotacionales del estado
electronico T; de una molécula dada, es posible que ocurra una transicion entre
estados de distinta multiplicidad, este proceso se denomina como cruce entre
sistemas. Este mecanismo de desactivacion es mas lento que el proceso de
conversion interna dado que implica un cambio en la multiplicidad del sistema. Si
el cruce entre sistemas produce una molécula en un estado T; con exceso de
energia vibracional, entonces ocurrird una relajacion vibracional hasta llegar al
estado vibracional de mas baja energia. Nuevamente la molécula puede relajarse
mediante dos caminos, el primero involucra una transicion radiativa denominada
fosforescencia y el segundo es una transicion no radiativa (otro ejemplo de cruce
entre sistemas). Se debe hacer notar que estos dos Ultimos procesos implican un
cambio en la multiplicidad en el sistema (T;—Sy), por lo cual la fosforescencia es
un proceso mas lento que la fluorescencia en la que no hay cambios en la

multiplicidad de espin [7].

2.2 Medicion de fluorescencia con resolucion tempor al.

La espectroscopia de fluorescencia es una de las técnicas mas usadas para el

estudio de la estructura y funcionamiento de macromoléculas en biologia y
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guimica. Muchos de los procesos de decaimiento de fluorescencia ocurren en una
ventana de tiempo del orden de unos cuantos picosegundos hasta algunos
nanosegundos; por lo que las mediciones requieren del uso de pulsos de luz muy
cortos. Por fortuna, en los ultimos afios han surgido laseres ultrarrapidos (como el
laser de Ti: Zafiro), asi como otros instrumentos optoelectronicos que han
permitido realizar mediciones en escalas de tiempo muy cortas.

La técnica de fluorescencia por suma de frecuencias (llamada “upconversion”), es
una correlacion cruzada entre la fluorescencia y el pulso de prueba. En el tiempo
t = 0, la muestra esta electronicamente excitada ya sea por el segundo o tercer
armonico de un laser ultrarrapido pulsado con frecuencia w». La fluorescencia de
naturaleza no coherente («x) y el pulso de prueba (o pulso de compuerta wy) que
llegan en un tiempo t = T son enfocados en un cristal de Optica no lineal el cual es

orientado a un angulo apropiado con respecto a la fluorescencia y al rayo laser.

La suma de frecuencias se obtiene solo durante el tiempo en el que el rayo de
prueba esta presente en el cristal, actuando como luz de compuerta. La evolucion
temporal de la fluorescencia se obtiene mediante la variacion del tiempo de retraso
T del pulso de prueba. El andlisis de la suma de frecuencias (pulso sefial) muestra
gue la intensidad de la sefial con un tiempo de retraso T dado, es proporcional a la
funcion de correlacion de la intensidad de fluorescencia con la intensidad del pulso

de prueba (Ver figura 2) [8].

Ajuste de fases

Fluorescencia @
. Fl,ﬂ., ﬁ g >
W — .
N | I —— » UV
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¥

Figura 2. Esquema simplificado que muestra el principio basico de la técnica de

fluorescencia por suma de frecuencias.
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Para que el proceso de suma de frecuencias sea eficiente es necesario que las
condiciones de ajuste de fases sean las adecuadas, esto ultimo solo pasa para un
intervalo muy estrecho de longitudes de onda centradas en cierta frecuencia,
determinada por el &ngulo de ajuste de fases qn. Para simplificar el problema, se
considerard el caso de ajuste de fases colineal, y las ecuaciones apropiadas para

describirlo son las siguientes [8]:

Wg s Wp = W, hvg + hvp = hvg (1)

—_— —_ —_- — nE(1) np(1) noll)
F F e Ag Ap Ag (2)

Donde @ (o V), A, %, y n representan la frecuencia de la onda electromagnética, la
constante de Planck, el vector de onda y el indice de refraccion respectivamente.

Los subindices F, P y S denotan el rayo de fluorescencia, el rayo de prueba y la
generacion de la suma de frecuencias, respectivamente. Asumiendo que 6 es el
angulo entre la direccion y «; no y ne son los indices de refracciéon del eje ordinario
(0) y el eje extraordinario (e) respectivamente, de la elipsoide de revolucion del
cristal BBO. Para un cristal uniaxial en dénde el eje 6ptico se encuentra en la

direccion del eje z, el indice de refraccion n(0) satisface la siguiente ecuacion:

1 sin” (@) | cos”(8)
= + 3
n?(8.4) ng 2[4 ng 24 3)

Los indices n, y n. del cristal varian con respecto de la longitud de onda, y se
pueden obtener de la ecuaciones de Sellmeier en la literatura [9]. En este
proyecto, se usoO un ajuste de fases tipo I, asi que el angulo es el descrito por la

siguiente ecuacion:

— [”.s |:E|m]]_:—|:nu_5:|_=

sin” (6,,) = PR (4)
Donde n_(8,,) es:
A A
M. [Hmj = ﬂ’F,s' ﬁ + ﬂ’o,P ﬁ (5)
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2.3 Caracteristicas generales y de tipo espectroscO pico de las bases

nitrogenadas de los acidos nucleicos.

Es importante hacer notar que antes de la formacion de la capa de ozono (hace
aproximadamente 400 millones de afios) el planeta Tierra recibia directamente
toda la radiacion electromagnética proveniente del sol, incluyendo la radiacién UV.
De modo que la naturaleza a través de la evolucion, seleccion6 a las moléculas
gue poseian mecanismos muy eficientes de desactivacion del estado excitado
para formar parte de los acidos nucléicos.

Para entender la fotofisica de los biopolimeros ADN y ARN, es esencial como
primer paso el estudio y descripcion detallada de la dinamica de estados excitados
de las bases nitrogenadas individuales. Las estructuras de las 5 bases

nitrogenadas se muestran a continuacién en el esquema 1[1].

NH o) 0

ﬁ\N \a\NH f‘\NH
N/go N/KO N/KO
H H H

Citosina Timina Uracilo
NH, 0
N N
</ | N </ ]
N ) N )\
H N H N NH,
Adenina Guanina
Esquema 1.

Las bases nitrogenadas derivadas de la purina son la adenina y la guanina, y las
gue son derivadas de la pirimidina son la citosina y timina, las cuatro bases se
encuentran formando el ADN. En cambio en el ARN, la base pirimidica uracilo

sustituye a la timina. Los ribonucledsidos y los 2 -desoxiribonucleésidos se forman
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mediante la union quimica de la ribosa o desoxiribosa en la posiciéon N1 de las
bases pirimidicas, o en la posicion N9 de las bases puricas. Al unir un grupo
fosfato a la posicién 5°de la (desoxi) ribosa se forma un mononucleétido, que es la
unidad monomeérica de los polinucledtidos.

Cada una de las bases nitrogenadas tiene isdmeros estructurales formados
mediante la permutacion de los atomos de hidrogeno en los diferentes
heteroatomos que constituyen dichas moléculas. Los isémeros estructurales
posibles son conocidos como tautomeros. La tautomeria complica la interpretacion
de los experimentos de fotofisica de dichas moléculas porque la estructura
electronica difiere significativamente para cada uno de los tautémeros. Debido a lo
antes expuesto, es de suma importancia, la determinacion de los tautomeros que
estan presentes en un experimento dado. Se piensa que los tautdmeros que
forman las cadenas del ADN (segun Watson y Crick) son los que presentan menor
energia en disolucion.

Se usa la siguiente notacién 'm->n’ para expresar que se lleva a cabo una
transicion electrénica desde un orbital tipo rt al orbital de antienlace rt’.

Las bases nitrogenadas presentan fuertes transiciones ‘n->n (asociadas al estado
S)) las cuales son responsables de las bandas que se observan en un espectro de
absorcién [10]. También se pueden dar transiciones del tipo 'n=>n" debido a la
presencia de pares de electrones libres de los heteroatomos de las bases.

La longitud de onda de excitacién determinara el estado singulete excitado (Si,
S2,..., SN) que estara inicialmente poblado [1]. La relajacion de la energia
electronica y vibracional es ultrarrapida en disolucion para estados singuletes
superiores con el resultado de que las propiedades observables son aquellas
transiciones que ocurren desde el nivel vibracional del estado excitado méas bajo
Si.

Considerando que el tiempo de vida de fluorescencia, T¢, de cualquier molécula es

proporcional al rendimiento cuantico de fluorescencia, @,

Ty = PrTy (6)
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Donde 1, es el tiempo de vida radiativo, el cual es inversamente proporcional a la
constante radiativa (1, = K,_5)y debido a que no es posible medirse de forma

directa, es necesario estimar su valor a partir de los espectros de absorcion y
luorescencia en estado estacionario [13]. El tiempo de vida de radiacion depende
inversamente de la fuerza oscilador de la banda de absorciéon de menor energia.

El valor de 7; es de algunos nanosegundos para cromoéforos que presentan

transiciones permitidas, tales como las bases del ADN y el ARN. La ecuacion 6
indica que los rendimientos cuanticos de fluorescencia bajos dan lugar a tiempos
de vida de fluorescencia muy cortos. Se sabe que los rendimientos cuanticos de
fluorescencia de las bases nitrogenadas son muy bajos, de ahi el hecho de que se
les considere como no fluorescentes. En 1971, Daniels y Hauswirth reportaron las
primeras mediciones de los rendimientos cuénticos de fluorescencia de las bases
de los &cidos nucleicos en disolucion acuosa y a temperatura ambiente [8].
También se han reportado mediciones mas recientes hechas por Callis [11], Vigny
y Cadet [12], las cuales confirmaron los bajos rendimientos, los cuales varian entre
3x 107 (para Uracilo) y 2.6 x 10" para Adenina.

La regla de Kasha [14] (“la emision de un foton siempre se lleva a cabo desde el
nivel vibracional de menor energia del estado excitado y que posea una
multiplicidad de espin cualquiera”) se cumple frecuentemente en dinamica de
estados excitados, de modo que “el tiempo de vida del estado S;” es cominmente

usado como un sinénimo para el z,, de manera que esta convencion tambien es

usada en la fotofisica de los acidos nucleicos.
Los estados singuletes excitados de las bases del ADN y del ARN difieren
dramaticamente de los de los hidrocarburos aromaticos. Estos dltimos

generalmente poseen tiempos de relajacion del estado excitado muy largos [1].

2.4 Dinamica de estados excitados de la Guanosina M  onofosfato (GMP).

En los ultimos afios las bases nitrogenadas (presentes en el ADN y ARN) vy los
nucledtidos correspondientes, en estados excitados electrénicamente, han sido

objeto de estudio tanto por medio de experimentos de absorcién transitoria como
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de upconversion, y también usando métodos de quimica cuantica, para tratar de
explicar los mecanismos de desactivacion del estado excitado [25-36]. Para los
fines del presente trabajo, es necesario rescatar la informacion que se tiene hasta
el momento de la molécula de la guanina y su nucleétido guanosina monofosfato
(GMP). Esto es debido a la semejanza en la estructura quimica entre dicha
molécula y el alopurinol, lo cual no ocurre con la adenina y mucho menos con las

bases derivadas de la pirimidina (ver esquema 2).

Alopurinol Guanina

Esquema 2.

La molécula de Guanina presenta tautomeria de tipo ceto-enol, ademas de los
tautdomeros que aparecen al protonar a las posiciones 7 6 9 del anillo de purina
(tautomeros 7H y 9H respectivamente) [15-17]. De acuerdo con célculos de
mecanica cuantica, los tautomeros 7H-ceto y 9H-ceto son los que presentan
menor energia en disolucion. Asimismo, se ha predicho que el orden en las
energias de transicion para el isomero 9H-ceto es el siguiente:
5( 1?1?1*] <5, 1?1"?1*‘] < 54( 1mr*] [18].

Por otro lado, se han hecho diversos estudios de estas moléculas en el estado
excitado, cambiando las condiciones de acidez de las disoluciones. EI mas
reciente es el de Karunakaran, et al [19], en el cual se reporta el comportamiento
fotofisico de la GMP en un intervalo de pH de 1.3 hasta 7, también se indica que la
GMP se encuentra protonada en la posicion 9 cuando el valor del pH es de 2
(GMPH"). Cabe mencionar Karunakaran y colaboradores emplearon la técnica de
absorbancia transitoria para realizar sus mediciones, de manera que observaron
que la GMPH" describe una curva biexponencial ultra-rapida (1:= 0.4ps, T.= 2.2
ps), seguido de la conversion interna lenta con 13= 167 ps, en la zona espectral de

(293-500 nm). Sin embargo, la GMP no protonada, lo cual ocurre en el intervalo de
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pH de 4-7, tiene un decaimiento biexponencial (1:= 0.22 ps, 1.= 0.9 ps) en la zona
de 400-900 nm del espectro electromagnético, mientras que en la region de 270-
400 nm tiene un comportamiento triexponencial con un crecimiento de 1;= 0.25

ps, y dos decaimientos, 1,= 1.0 ps, T3= 2.5 ps, respectivamente.
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Figura 3. Diagrama de Energia Potencial en el cual se esquematiza el mecanismo de desactivacion

del estado excitado de la molécula de GMPH+ y GMP neutra [19].

Ademas, con ayuda de célculos de mecanica cuantica, presentan la evolucion del
estado excitado de dichas moléculas, en los que se toma en consideracion el
efecto del disolvente. La evolucion del sistema involucra mayormente a los
estados S; y S,. Asi también, de manera independiente del pH, la evolucion indica
primeramente una conversion ultra-rapida S, — S; (Ts: - s1 « 100 fs) y exhibe la
presencia de un pozo de energia potencial en donde S; posee una geometria
plana. En el caso de la GMP en su forma neutra, esta zona estd comunicada de
forma directa con una IC (interseccion conica) del estado basal, dando lugar al
decaimiento ultra-rapido de estas especies. De forma contraria, el sistema
GMPH", presenta otro minimo de energia potencial denominado S; min que
obstaculiza la evolucién de la molécula hacia la IC. El estado S; nin, S€ caracteriza
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por una deformacion fuera del plano de los grupos NH y CH. Lo anterior explica el
tiempo tan largo de fluorescencia de la GMPH" (167 ps), ver figura 11.

Alopurinol.

2.5. Calculos de los tautbmeros mas estables en est ado basal
(e} (0]
HN \ HN —
[Tautdmeros de la forma neutra I N NH
X N/ X \N/
N H N
K15 K25
(0] O
HN N
Tautomeros de la forma aniénica I \ N I \ N
X N/ X N/
N = N H
K5 K1
0o
HN —
Tautémero de la forma mono-catiénica NH
K \N/
N+
H
K257
Esquema 3.

del

El heterociclo alopurinol, al igual que la Guanina presenta tautomeria ceto-enol,
asi como también los tautomeros N(1)-H y N(5)-H [20]. Costas y colaboradores,

han hecho un estudio detallado, por medio de DFT de los isbmeros mas estables
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del alopurinol en sus formas neutra [21], anidnica [22] y las formas mono y di-
cationicas [23,24]. Se encontré que para la forma neutra del Alopurinol, el isémero
K15 (forma ceto y protonado en las posiciciones 1y 5) es el mas estable, seguido
de la forma K25. Asi mismo, se reportd que la primer posicion que se protona para
formar el mono-catién del alopurinol es la 7, dando lugar al tautémero (K257)*.
Finalmente los isomeros mas estables en forma de aniones son, el tautdbmero
(K5)%, seguido de la forma (K1)* (ver el esquema 3)
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3. HIPOTESIS

En virtud del comportamiento respecto al pH del alopurinol se espera que al
realizar las mediciones correspondientes de las disoluciones del alopurinol a
distintos valores de pH, se observen diferencias en la dinamica de estados
excitados conforme cambie esta variable dentro del experimento.

Por otro lado, considerando que el alopurinol presenta un gran numero de
tautomeros, siendo los mas estables (en pH neutro) los ceto N(1,5) y ceto N(2,5).
Es de esperarse que ambos contribuyan al decaimiento de la intensidad de
fluorescencia. Sin embargo, en el caso del nucledsido del alopurinol, una de las
posiciones que es propensa a sufrir tautomeria, estard bloqueada por una
molécula de ribosa. De esta manera se impedird la formacion de una de las
especies de manera que la emision de fluorescencia observada se debera al otro
tautomero. En suma, se espera medir el decaimiento de los estados excitados de

dos formas moleculares distintas.
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4. OBJETIVO GENERAL

Realizar la medicién directa del tiempo de vida de los estados excitados de
moléculas estructuralmente semejantes a las bases nitrogenadas que conforman a
los &cidos nucléicos, con la finalidad de comparar el comportamiento fotofisico
entre ambos tipos de compuestos y finalmente proponer un mecanismo de

desactivacion congruente con dicho comportamiento.

4.1 Objetivos Especificos

* Medir de forma directa el tiempo de decaimiento del estado excitado de los
sistemas de estudio, en el caso particular del alopurinol en diferentes
valores de pH. Comparar los tiempos de decaimiento tanto de las especies
protonadas como las no protonadas del alopurinol con la finalidad de
establecer diferencias en el comportamiento fotofisico.

 Comparar el efecto que causa un sustituyente (como lo es el anillo de
ribosa) en el decaimiento de los estados excitados electronicamente del
alopurinol.

» Comparar la influencia del esqueleto purinico de la guanina en contraste
con el sistema heterociclico del alopurinol y su ribdsido en los decaimientos
ultrarrapidos de los estados S; de los compuestos de este tipo.

* Proponer un mecanismo de desactivacion del estado excitado para las
moléculas estudiadas.
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5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Experimentos en el estado estacionario.

Los espectros de absorcion fueron obtenidos en un espectrofotometro Cary 50
(Varian). Los espectros de emision de fluorescencia en estado estacionario se
obtuvieron en un espectrofotometro Cary Eclipse (Varian). Todas las mediciones
se realizaron a temperatura ambiente (20C) usando disolventes grado HPLC (del
inglés high-performance-liquid chromatography).

Los sistemas estudiados fueron alopurinol y su ribésido, ambos adquiridos de la
compafia Aldrich y se usaron sin purificaciéon adicional.

Las disoluciones de alopurinol y el ribdsido se usaron con concentraciones de 2 x
102 M (2mM) en los espectros de absorcién y 6.6 x 10° M en los espectros de
emision. Las disoluciones se prepararon en la ausencia de disoluciéon
amortiguadora del pH y sin controlar la fuerza ionica, con la finalidad de que
dichas especies no intervinieran en el experimento.

Se estudio la dependencia de la dinAmica de estados excitados del heterociclo
alopurinol con respecto a las variaciones en el pH, en un intervalo de 1-10. El pH
de dichas disoluciones fue ajustado con acido clorhidrico e hidroxido de sodio de
alta pureza y fue determinado potenciométricamente, la determinacion se llevo a
cabo al inicio y al final de los experimentos con resolucion temporal, para verificar
que el pH de estudio no se modificara durante el transcurso del mismo,
encontrandose que las variaciones no fueron superiores a 0.1.

Cabe mencionar que los valores de pH (de las disoluciones de alopurinol) que se
eligieron para ser estudiados fueron aquellos en los cuales se tenia un predominio
de las especies: neutra, catidnica y aniénica respectivamente. De acuerdo con el
diagrama de distribucion de especies se usaron los valores de pH igual a 7, en el
cual la especie predominante fue la neutra con un porcentaje por del 99%, de igual
forma con pH de 1 se obtuvo un predominio de la especie catidnica del 70% vy
finalmente se preparé una disolucién con pH de 10 en el cual la primer especie
anidnica predomina en un porcentaje del 88% (Ver esquema 4). Es necesario

aclarar que en pH 1 el potenciometro usado tiene una sensibilidad que es igual al
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limite inferior lo cual implica la consideracion del error sistematico en la medicion

final.

Diagrama de distribucion de especies del Alopurinol
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Esquema 4.

5.2 Descripcion de la técnica de fluorescencia por suma de frecuencias

Los estudios de dinamica de estados excitados se hicieron mediante la deteccion
de fluorescencia por suma de frecuencias, una técnica espectroscopica que
consiste en hacer incidir un haz laser pulsado en la escala de tiempo de los
femtosegundos con longitud de onda en la zona del UV-vis (llamado pulso de
inicio), sobre una muestra que absorbe fuertemente en dicha longitud de onda de
forma que se induce una poblacion de los estados excitados de las moléculas en
disoluciéon. Algunas de estas moléculas en el estado excitado se desactivan
mediante la emisién de fluorescencia, la cual se capta, se colima y se enfoca
sobre un cristal de 3-BBO (beta-borato de bario) con ayuda de un par de espejos
parabodlicos. De manera simultanea se hace incidir sobre el cristal 3-BBO un

segundo pulso ultracorto, llamado de compuerta, que al coexistir con la radiacién
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de fluorescencia proveniente de la muestra generan un tercer pulso llamado sefial,

cuya frecuencia corresponde a la suma de las frecuencias de ambos pulsos. La

intensidad de la fluorescencia observada es proporcional a la poblacion de

moléculas en el estado excitado S;.

La sefial de suma de frecuencias se cuantifica en distintos intervalos de tiempo

con una resolucion de femtosegundos debido a que los pulsos de excitacion y de

compuerta son retrasados de manera diferencial con trayectorias ajustables en

décimas de micrometro. El pulso sefial se registra con intervalos en esa misma

magnitud.
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Esquema 5.

En el esquema 5 se muestra el la descripcion grafica de la técnica empleada. En

primera instancia un laser continuo (Verdi V5 de 5W Coherent Inc.) bombea luz de
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532 nm al oscilador 6ptico de titanio-zafiro (NJA-5 Clark-MXR) en el cual se
generan pulsos ultracortos. A la salida del oscilador, el haz laser posee nuevas
caracteristicas: estd formado por pulsos de 50 fs de duracion, que tienen una
frecuencia de repeticion de 100 MHz, 3 nJ de energia por pulso y estan centrados
en 800nm. Sin embargo, la energia por pulso no es suficiente para la generacién
de estados excitados asi que el laser pulsado pasa por un sistema optico formado
por un expansor, un amplificador y un compresor (Legend Coherent) en el que
adquiere una energia de 300 pJ por pulso. Cabe mencionar que la polarizacion de
la luz que sale del laser Legend es horizontal.

Es importante hacer notar que las moléculas de este estudio absorben
principalmente en la region del UV asi que el haz de 800 nm (haz de frecuencia
fundamental) no es de utilidad para generar estados excitados. Por esta razén es
necesario obtener el 3w del fundamental, para lo cual en primer lugar se hace
incidir el haz de 800nm en un cristal de 3-BBO con el angulo de ajuste de fases
adecuado para generar el 2w con polarizacion vertical. Posteriormente el 2w es
redireccionado hasta hacerlo incidir sobre un segundo cristal de 3-BBO en el que a
su vez incide de forma simultdnea el haz fundamental proveniente del laser
Legend para finalmente generar el 3w. El rayo que posee la frecuencia necesaria
para excitar a la muestra es denominado pulso de inicio. El 3w es conducido
mediante espejos hacia una lente con foco en una celda de 1 mm de espesor que
contiene a la muestra. Antes de pasar por la muestra el rayo de inicio atraviesa un
plato de ondas que ajusta la polarizacion del haz al angulo magico (54.79, o bien
permite ajustar el plano de polarizacion para los experimentos de anisotropia.

Una vez que la muestra se excita, las moléculas emitiran fluorescencia en todas
las direcciones, misma que sera recolectada por un par de espejos parabdlicos y
enfocada hacia un tercer cristal de 3-BBO en donde se lleva a cabo el fendmeno
de suma de frecuencias; la del haz fundamental y la fluorescencia emitida por la
muestra, para generar un nuevo pulso denominado sefial, que es proporcional a la
intensidad de fluorescencia emitida en ese instante. La dependencia temporal de

la intensidad de fluorescencia se obtiene al hacer pasar al haz fundamental o haz
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de compuerta por una etapa de retraso que permite de forma precisa adelantar o
retrasar el pulso con respecto al pulso de inicio.

El pulso denominado sefial es direccionado a un monocromador de doble rejilla de
difraccion. La sefial es amplificada con ayuda de un Fotomultiplicador (PMT)
posteriormente llega al amplificador de Lock-in en donde se realiza la
discriminacion del ruido de la sefial. Finalmente el amplificador esta conectado a

un ordenador para visualizar y manipular los datos en forma de graficos.

6 RESULTADOS Y DISCUSION
6.1 Espectroscopia UV-Vis del alopurinol y su depen  dencia con el pH.
6.1.1 Espectros de absorciéon y de emisién de disolu  ciones del alopurinol a

diversos valores de pH.
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Fig. 4 Espectros de absorcion de una disolucién de alopurinol (2 mM) en agua a pH 1, pH 7 y pH

10 respectivamente.
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Los espectros de absorcion, que muestran la variacién de la intensidad de sefal
con respecto a los valores de pH propuestos, se muestran en la figura 4. De la
misma forma los espectros de emision de fluorescencia de los tres tipos de
disoluciones se observan en la figura 5. Para la obtencion de estos ultimos, se
eligid una longitud de onda de excitacion (Aexc) de 257 nm porque el tercer
armonico del haz laser de inicio se centro en ese valor de longitud de onda.

Cabe mencionar que la importancia de obtener los espectros de absorcion radica
en que es necesario conocer la longitud de onda de excitacién en la cual seria
posicionado el laser para generar los estados excitados. De la misma forma los
espectros de emisién permiten conocer la longitud de onda en la cual la emisién
presentaria una mayor intensidad, para asi poder posicionar el monocromador de

doble rejilla en dicha longitud de onda.
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Fig. 5 Espectros de emisién de una disolucién de alopurinol en agua a pH 1, pH 7y pH 10

respectivamente, se excitd la muestra con una Aexc = 257 nm.
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Vale la pena mencionar que los espectros de absorcion en estado estacionario
corresponden con los reportados en la literatura [23]. Los espectros obtenidos a
los distintos valores de pH, tienen un méaximo cerca de 250 nm. Sin embargo, al
variar las condiciones de acidez, es decir, al aumentar el pH, el maximo de
absorcion se desplaza de 250 nm a 260nm, ademas se observa un ligero

ensanchamiento en la banda correspondiente al maximo.

Con respecto a los espectros de emision es posible resaltar que el alopurinol a pH
1 muestra un pico de emision cerca de 400 nm, en pH neutro el maximo de
emision también esta cercano a 400 nm y también se observa emisén en el

intervalo de 300-350nm. En pH alcalino solo se observa un pico cerca de 390 nm.

6.1.2 Datos obtenidos por la técnica de fluorescenc ia por suma de

frecuencias.

En las figuras 6 y 7 aparece el comportamiento de la intensidad de fluorescencia
en funcion del tiempo (At)), los cuales se obtuvieron excitando las muestras con un
haz laser de 257 nm, es importante resaltar que la polarizacion del haz de
excitacion se ajustd con ayuda de un plato de ondas al valor correspondiente de
angulo magico (54.79. La sefial de fluorescencia se detectd en Aget de 240.3 nm

con la ayuda de un monocromador de doble rejilla de difraccion.
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Fig. 6 Comportamiento de la intensidad de fluorescencia de la disolucién de
alopurinol a pH = 7 para una longitud de onda de deteccion (Aget) de 240.3 nm, con
la polarizacion del haz de inicio en 54.7° Los datos originales se representan
mediante circulos de color negro. La linea continua de color negro muestra el
ajuste de los datos, es decir la convolucion de la funcidon de respuesta y la

fluorescencia de la muestra.
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Fig. 7 Comportamiento de la intensidad de fluorescencia de la disolucion de
alopurinol a pH = 1 para una Aget de 240.3 nm con ajuste de polarizacion del haz
de inicio en angulo magico. Los datos originales se representan mediante circulos
de color negro. La linea continua y gruesa muestra el ajuste de los datos, es decir

la convolucion de la funcién de respuesta y la fluorescencia de la muestra.
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Fig. 8. Comportamiento de la intensidad de fluorescencia de la disolucién de
Alopurinol a pH = 7 para una Aget de 240.3 nm. Los datos mostrados corresponden
con un ajuste de polarizacion del haz de inicio en angulo magico, mismos que
fueron calculados usando la intensidad (de fluorescencia en funcién del tiempo)
resultante de un ajuste de la polarizacion del haz de inicio en paralelo y
perpendicular. Los valores de anisotropia en funcion del tiempo para cada
disolucion, se ubican en la parte superior derecha de cada gréfica. Los datos
observados se representan mediante circulos de color negro. La linea gruesa

muestra el ajuste de los datos.
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Fig. 9. Comportamiento de la intensidad de fluorescencia de la disolucion de
alopurinol a pH = 1 para una Aget de 240.3 nm. Los datos mostrados corresponden
con un ajuste de polarizacion del haz de inicio en angulo magico, mismos que

fueron calculados usando la intensidad (de fluorescencia en funcién del tiempo)
resultante de un ajuste de la polarizacion del haz de inicio en paralelo y
perpendicular. Los valores de anisotropia en funcion del tiempo para cada
disolucion, se ubican en la parte superior derecha de cada gréfica. Los datos
originales se representan mediante circulos de color negro. La linea gruesa

muestra el ajuste de los datos.
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Fig. 10. Comportamiento de la intensidad de fluorescencia de la disolucion de
alopurinol a pH =10 para una Aget de 240.3 nm. Los datos mostrados corresponden
con un ajuste de polarizacion del haz de inicio en angulo magico, mismos que
fueron calculados usando la intensidad (de fluorescencia en funcién del tiempo)
resultante de un ajuste de la polarizacion del haz de inicio en paralelo y
perpendicular. Los valores de anisotropia en funcion del tiempo para cada
disolucion, se ubican en la parte superior derecha de cada gréfica. Los datos
originales se representan mediante circulos de color negro. La linea gruesa

muestra el ajuste de los datos.
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Las figuras 8, 9 y 10 muestran los espectros de decaimiento de la sefal de
fluorescencia en funcion del tiempo, asi como el calculo de anisotropia para las
disoluciones de alopurinol en los tres valores de pH elegidos para el estudio. Es
importante hacer notar que los datos originales de intensidad de fluorescencia,
mostrados en estas graficas, se obtuvieron a partir del calculo manual de la
intensidad de fluorescencia en angulo magico. Es decir, se realizan mediciones
por separado, de la I(t) usando el haz de inicio con una polarizacién paralela (con
respecto al haz de prueba) y de I(t) con un haz de inicio polarizado en direccion
perpendicular (con respecto al haz de prueba). Finalmente los datos obtenidos de
estas mediciones se emplean en la ecuacion 7 para el calculo de la I(t) en angulo

magico.

i [;_L]AM _ ICtdparaislo +zz;r}per“nm cular -

Por otra parte, el célculo de la anisotropia de fluorescencia en funcion del tiempo

se hizo empleando la ecuacién 8.

- (tj — I parateto —F (E) Perpendicuiar (8)
It paraieio Y2 () Perpendicular

El calculo de la anisotropia de fluorescencia permite conocer si la excitacion inicial

es igual al estado emisivo, es decir si r(0) = 0.4 6 de lo contrario si la excitacién
inicial en realidad origina una sobre posicion de los estados S,y S; ( (0} < 0.4).

Al comparar los datos de las figuras 6 y 7 (datos obtenidos con I(t) en angulo
magico) y los datos de las figuras 8 y 9 (datos obtenidos con I(t) calculada
manualmente en angulo mégico) es posible observar una similitud en el tipo de
decaimiento, ya que en ambos es biexponencial y ademas los tiempos de
decaimiento son de igual forma muy semejantes. Esto Ultimo, es un hecho que es
necesario resaltar puesto que corrobora la validez de los resultados
experimentales, al evidenciar que la polarizacién del pulso de inicio, ajustada con

el plato de ondas fue la correcta.
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6.2 Espectroscopia UV-Vis del ribosido del alopurin ~ ol.
6.2.1 Espectro de absorcion en estado estacionario.

La figura 11 muestra el espectro de absorcién del ribosido del alopurinol en donde
se observa una transicion de mayor probabilidad en aproximadamente 251 nm, asi
mismo se indica la longitud de onda elegida para excitar las muestras en los

experimentos dependientes del tiempo.

2.5

O
o1
1

Absorbancia [u. a.]
=
o

A

exc = 257 nm

0.0 - T T T T

200 220 240 260 280 300
Longitud de onda [nm]

Fig. 11. Espectro de absorcion en estado estacionario del nucledsido del

alopurinol. El espectro fue adquirido en una celda de 1 mm a una concentracion de
2mMyunpHde?7.

6.2.2 Datos obtenidos por la técnica de fluorescenc ia por suma de
frecuencias.
En las figuras 12 y 13 se muestran los decaimientos de la sefal de fluorescencia

obtenidos con las condiciones que se indican en el pie de figura de cada imagen.
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Fig. 12 Decaimiento de la intensidad de fluorescencia de la disolucion del ribosido
del alopurinol para una Aget de 240.3 nm, con la polarizacién del haz de inicio en
angulo mégico. Los datos originales se representan mediante circulos de color
negro. La linea gruesa muestra el ajuste de los datos a una curva

monoexponencial.
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Fig. 13 Decaimiento de la intensidad de fluorescencia de la disolucion del ribosido
del alopurinol para una Aget de 240.3 nm. Los datos mostrados corresponden con
un ajuste de polarizacion del haz de inicio en angulo méagico, mismos que fueron
calculados usando la intensidad (de fluorescencia en funcion del tiempo)
resultante de un ajuste de la polarizacion del haz de inicio en paralelo y
perpendicular. Los valores de anisotropia en funcion del tiempo se ubican en la
parte superior derecha de la grafica. Los datos originales se representan mediante
circulos de color negro. La linea gruesa muestra el ajuste de los datos a una curva

monoexponencial.
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Tabla 1. Tiempos de decaimiento de la intensidad de fluorescencia de las muestras de alopurinol

en los tres valores de pH estudiados.

T1 0.28 +0.03 0.29 +0.04 0.4 +£0.02

T2 5.40+0.20 5.90 +0.30 23+1.22

Tabla 2. Tiempos de decaimiento de la sefial de fluorescencia del alopurinol y su ribésido, ambos a

pH 7.
Ribdsido de
Alopurinol .
Alopurinol
T 0.29£0.04 0.1 +0.02
T2 590+030 @ —mmeeee-

Tabla 3. Valores promedio de anisotropia de fluorescencia r(t) para cada disolucion en un intervalo

de tiempo de -0.1 a 1.0 ps.

pH de la disolucién Anisotropia r(t)
de Alopurinol
1 0.16 +0.31
7 0.09 +0.11
10 0.13+0.50

En la tabla 1 se hace un resumen de los tiempos de decaimiento obtenidos de una

funcion biexponencial que se describe con la ecuacion 9:
_ —(Ef 3 —(tf 3
”:t] =pge it +b€ VT (9)

Al observar las figuras 8, 9 y 10 asi como la tabla 1 es posible notar que las
disoluciones con pH 1 y 7 tienen tiempos de decaimiento practicamente iguales,
mientras que la disolucién con pH basico posee un comportamiento muy distinto
de las dos anteriores el que se ve reflejado en un segundo tiempo de decaimiento,

el cual es muy largo (23 ps). El hecho de que los decaimientos sean de tipo
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biexponencial hace suponer que mas de un tautomero es el responsable de la
emision de fluorescencia. De acuerdo con céalculos de DFT hechos recientemente
[24-26], los tautdbmeros mas estables del alopurinol en su forma neutra son los de
tipo cetona: el tautobmero ceto protonado en las posiciones N(1,5) y el tautobmero
ceto protonado en las posiciones N(2,5), como se vio anteriormente. De manera

gue se propone que al siguiente equilibrio tautomeérico:

0 o)
HN \ HN —
l\ ’ N/N - |\ \N/NH

K15 K25

Esquema 6.

Para comprobar dicha hipétesis es necesario determinar el tiempo de vida de la
molécula de alopurinol que tenga bloqueada una de las posiciones suceptibles de
tautomerizarce. En este trabajo se uso para este fin al ribésido del alopurinol, en el
cual, la posicion N(1) del anillo pirazélico estda ocupada por una molécula de

ribosa.

Al observar las figuras 12 y 13, y revisar la comparacion descrita en la tabla 2, es
importante ver el hecho de que al cambiar un proton por una molécula de ribosa
en la estructura del alopurinol cambia de manera radical la dinamica de estados
excitados, es decir la molécula de alopurinol presenta un decaimiento de tipo
biexponencial, mientras que el decaimiento de la I(t) del ribosido del alopurinol
tiene un comportamiento monoiexponencial, lo cual corrobora la suposicion hecha
anteriormente, es decir que en la molécula de alopurinol en pH neutro existen dos
tautomeros que dan lugar a la emision de fluorescencia. En suma, cuando se fija
la sustitucién en la posicion N(1) del alopurinol, desaparece el tiempo de vida largo

(t2), asi que es posible aseverar que el tautbmero responsable del

T, (observado) es el K15.
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Esquema 7.

Asi mismo es necesario resaltar que en los valores de pH &cido y béasico (1 y 10
respectivamente) las especies monocationica y anidnica no son especies cien por
ciento mayoritarias. En el esquema 4 se observa que en pH 1 el alopurinol
monoprotonado se encuentra en una proporcion de 80% mientras que el 20%
restante se debe al alopurinol en su forma neutra. De la misma forma, en pH 10 la
especie aniodnica esta presente en disolucion en un 88% y el 12% restante
corresponde a la contribucion de la especie neutra. La situacion anterior complica
la interpretacion de los decaimientos de la intensidad de fluorescencia en los dos
valores de pH, ya que en ambos hay contribucion de mas de una especie, ademas
se debe considerar que la molécula neutra y la monoanibénica tienen asociados
uno mas tautébmeros (ver esquema 3). Sin embargo, es posible destacar que los
tiempos de decaimiento observados en pH &cido y basico son de tipo ultra-rapido,

independientemente de la proporcién de especies que los generan.

Por otro lado en la tabla 3 se presentan los valores promedio de la anisotropia de
fluorescencia en funcién del tiempo, en un intervalo muy pequefio, dado que
ninguno de estos valores es igual o cercano a 0.4, es posible afirmar que al excitar

al alopurinol con luz de 257 nm, esta molécula alcanza una configuracion que es
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denominada una sobreposicion de estados, es decir una combinacion lineal entre

los estados de energia distinta: S; y Sy, (Ecuacion 10).
@ =05, 055, (10)

De esta manera el método tedrico que sea empleado para explicar el
comportamiento del alopurinol, deberd obtener resultados congruentes con los
presentados en este trabajo, los cuales serviran para validar su método. Es decir,
deberéa predecir que en la longitud de onda de excitacion de 257 nm, el sistema se

excita directamente a una sobreposicion de los estados S; y S,.

6.3 Mecanismo propuesto para la desactivacion del e  stado excitado en GMP

y en alopurinol.

Como se mencion6 anteriormente las moléculas estudiadas, al igual que las bases
nitrogenadas que forman al ADN, tienen tiempos de vida del estado excitado muy
cortos, esta es, en la escala de los femto y picosegundos (10™° s y 10%? s
respectivamente), es decir, el decaimiento no radiativo de dichas especies es muy
eficiente. Recientemente se han propuesto algunas teorias que explican dicho
comportamiento para el ADN, una de las mas importantes se asocia con el
cruzamiento de distintas hipersuperficies de enegia potencial (PEHS) en las
denominadas Intesecciones Cobnicas (IC). Los cruzamientos funcionan como
embudos en cuya vecindad la transferencia de poblacion entre estados distintos

es muy favorable [28-30].

La molécula de monofosfato de guanosina (GMP) tanto en su forma protonada
como neutra se ha estudiado tanto en experimentos de absorcion transitoria con
resolucion de femtosegundos, como también en calculos de mecénica cuantica y
se ha propuesto la existencia de ICs que conectan al primer estado excitado (S;)

con la curva de energia potencial del estado basal (So), ver figura 14 [22].
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Figura 14. Diagrama de Energia Potencial en el cual se esquematiza el
mecanismo de desactivacion del estado excitado de la molécula de GMPH+ y
GMP neutra.

La molécula de GMPH" presenta una relajacion que incluye un tiempo de vida
largo t1=167ps (debido a la conversion interna S;—Sy). Por otra parte, la GMP no
protonada, en el intervalo de pH de 4-7, tiene un comportamiento biexponencial en

la zona de 400 — 900 nm (1,=0.22 ps y 1,=0.9 ps).

Las curvas de energia potencial que se muestran arriba explican de manera
esquematica la razén por la cual existe la diferencia entre el comportamiento
dinamico de la GMPH" frente a la GMP en su forma neutra. A pesar de que en los
dos sistemas se propone la existencia de ICs, los caminos que permiten el acceso
a este tipo de cruzamientos son distintos en ambos casos. En la GMPH", el
sistema evoluciona a lo largo de una coordenada molecular que esta caracterizada
por una deformacion fuera del plano de los grupos NH y CH, que impide la
comunicacion directa del estado S; con la curva correspondiente a Sy, lo cual

explica el tiempo de vida de fluorescencia tan largo (167 ps), ya que se trata de un
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proceso activado. En cambio en el esquema propuesto para GMP neutra, no se
observa la presencia de barreras energéticas que obstaculicen la evolucion del
sistema hacia la IC, debido a esto la molécula presenta un comportamiento ultra-
rapido en estado excitado en los experimentos de absorcion transitoria.

El alopurinol y el nucledsido del alopurinol son heterociclos estructuralmente
semejantes a las bases derivadas de la purina, como lo son la guanina y la
adenina. Dada la semejanza en estructura quimica de los compuestos ya
mencionados, también se observd, una desactivacion del estado excitado de tipo
ultra-rapido. Lo cual permite extrapolar el mecanismo de dindmica de estados
excitados propuesto para GMP al sistema de estudio del presente trabajo. Es
decir, es posible que el comportamiento ultra-rapido se deba a la presencia de ICs

gue comuniquen al primer estado excitado (Si) con el estado basal.

De la tabla 1 se sabe que para el intervalo de pH de 1-7, el heterociclo alopurinol
tiene una relajacion de tipo biexponencial con 1< 0.29 ps y 1< 5.9 ps. Sin
embargo, el alopurinol en pH 10 presenta tiempos de vida mucho mas largos que
a valores de pH bajos (1; = 0.4 ps y 1, = 23ps). De esta forma, muy probablemente
en el intervalo de pH que va de 1-7 el sistema tenga asociada una curva de
energia potencial en la que no existan obstaculos que impidan la conexion de S;
con Sy (ver figura 15). De forma contraria, en la curva de S; del alopurinol
monoanionico (pH=10) es creible la existencia de barreras de energia que impiden

el acceso directo a la IC (ver figura 16).
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Figura 15. Diagramas de energia potencial en el cual se esquematiza el

mecanismo de desactivacion del estado excitado de la molécula de alopurinol en

el intervalo de pH 1-7.

Energia (u. a.)

257 nm

alopurinol pH 10

Cordenada de reaccion

Figura 16. Diagramas de energia potencial en el cual se esquematiza el

mecanismo de desactivacion del estado excitado de la molécula de alopurinol en

pH 10.
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7 CONCLUSIONES

En este trabajo de tesis se reporta el estudio del decaimiento de estados excitados
de la molécula de alopurinol y su ribosido en disolucion acuosa. Para este fin se
utilizé la técnica de fluorescencia por suma de frecuencias, usando una Aeyc de 257
nm. La influencia causada por el pH en el decaimiento del estado excitado, se
obtuvo al realizar el mismo experimento en los valores de pH de 1, 7 y 10. De la
misma forma, se uso dicha técnica, para analizar el efecto de un sustituyente
(ribosa) en el decaimiento de la emision del alopurinol. Las sefales de
fluorescencia en funcion del tiempo para el alopurinol, fueron de tipo biexponencial
en todos los valores de pH. Se encontraron diferencias sustanciales en el
decaimiento de las especies protonada y neutra, en comparacion con la especie
anidnica. Esta ultima, se genera en un pH de 10 y presenté un tiempo de
decaimiento muy largo (23 ps). Se observo, que el decaimiento del ribdsido del
alopurinol (en pH neutro) fue de tipo monoexponencial (t;= 0.1ps), en contraste
con el decaimiento biexponencial del alopurinol en las mismas condiciones de pH
(t;= 0.29 ps, 1= 5.9 ps). Es decir, en el decaimiento del estado excitado del
alopurinol, participan dos tautdmeros. Al bloquear una posicidon susceptible de
tautomerizarse con una molécula de ribosa, se obtiene el decaimiento de uno solo
de los tautébmeros (tautomero 15, 1=0.1 ps). Se corrobord que el anillo purinico
presente en la Guanina y en la GMP, no determina el hecho de que existan
decaimientos ultra-rapidos en moléculas que no son derivados de este heterociclo.
Finalmente, se propuso un mecanismo de desactivacion del estado excitado para
los heterociclos estudiados. El cual implica la existencia de ICs que comunican al

primer estado excitado S; con el estado basal So.
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9 ANEXOS.
9.1 Tratamiento del pulso sefial.

Las curvas de I(t)) que se presentan en la seccion de resultados y discusion, son
el resultado de la convolucion de varias funciones.

En primera instancia la I(t)) inducida por la excitacion de un pulso de luz,
corresponde a la convolucion de la funcion de decaimiento de la fluorescencia
liuo(t)) con la funcion linicio(t)) de intensidad del pulso de inicio.

De modo que calcular Iqyo(t) es equivalente a calcular la convolucion de la funion

linicio(t) con la funcién g(f) = e~7x.

I fluor (t) = I ini (t) D e(—t/r) = j I ini (t')e_(t_tl)/rdtl

I(t)
| i (_1pS) @(Hlps)/r
A

I _ (2 pS) @—(t—ZpS)/r
A

Ii (_3 pS) Ea(t+3ps)/r
A

\

Ifluor(t)zz ||(t) t

t

LO=1L0e 7
Figura 27. La curva gruesa de color negro representa la intensidad como funcion
del tiempo del pulso de inicio (linicio(t), €n la muestra). Las lineas de color rojo,
representan la fluorescencia iniciada gradualmente por el pulso de inicio. El 6valo
de color negro, indica la suma de las funciones de intensidad de fluorescencia
inicia en funcién del tiempo.
Sin embargo, en la técnica de fluorescencia por suma de frecuencias, el esquema

de deteccion involucra un segundo pulso (el de prueba o de compuerta lcomp(t))
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que tiene un retraso t, con respecto del pulso de inicio. De modo que en el pulso

sefal Isenal(t) existe otra convolucién ademas de las ya mencionadas.

1,V

fluo

tr

Intensidad

-0.5 0.0 0.5 1.0 15 2.0
Tiempo [ps]

Figura 28. La curva gruesa de color negro representa la intensidad en funcién del
tiempo del pulso de inicio (linico(t), en la muestra). Las lineas punteadas
representan la fluorescencia iniciada gradualmente por el pulso de inicio. La curva
de color gris representa la intensidad en funcion del tiempo del pulso de

compuerta.

Es decir el pulso que se detecta (cuya intensidad total se integra en el

fotomultiplicador) se genera por la interaccion de lcomp(t) con lxyo(t).

lsenai(tr) = lini O et | =1, U |comp|:| el"t/n)

comp

Para obtener el resultado de la ecuacion anterior es necesario resolver la siguiente

integral:

| seﬁal(tR) = j |: j | ini (t')e_(t_tl)/rdt':l | comp(t _tR)dt
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Para realizar el analisis de las sefales, es necesario extraer tde la funcion
| rar(tr) - Laintegral |, (tz) tiene la siguiente forma analitica:

A2 B2

| nalty) = 1/ 22 02— erfedt, B/in16)/ At - At (b/(2R/in16)| Dewns Dot

donde

At =FWHM .

b=1/r

c=amplitud decaimient exponencial cencl@™’”

t. =t '(datosexperimentales) —t,( parametroquedefinet = 0)

erfc(z) = funcién deerror complemerdria = “*dx

2 o
—[e
Jm,
La funcion de error complementaria de ajuste se aproxima con un polinomio, con

ayuda de software especializado (DataFit©)[36].
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9.2 Anisotropia de fluorescencia [37].

Generalmente ocurre que, cuando una muestra se excita con luz polarizada, la
emision de fluorescencia de la muestra también esta polarizada. El grado de
polarizacién de la emision se describe en términos de la anisotropia (r). Se dice
gue una muestra presenta emision polarizada, si exhibe anisotropias distintas de
cero. El origen de la anisotropia es la existencia de momentos dipolares de
transicion en las moléculas fluorescentes, que estan orientados en distintas
direcciones. En una disolucion homogénea, las moléculas en estado basal, se
encuentran orientadas aleatoriamente. Sin embargo, cuando la muestra es
irradiada con un haz polarizado, las moléculas que se excitan preferentemente,
son aquellas que tienen su momento dipolar de transicién orientado en la direccién
del campo eléctrico de la luz incidente. De modo que la poblacion de moléculas en

estado excitado, esta parcialmente orientada.

En los experimentos de anisotropia de fluorescencia en estado estacionario, la
muestra se excita generalmente con luz polarizada en direccion vertical. El vector
eléctrico de la luz de excitacion esta orientado en direccion paralela al eje vertical.
La intensidad de emision es medida a través de un polarizador. Cuando el
polarizador de emision esta orientado paralelamente a la direccion de excitacion,
la intensidad de fluorescencia observada se denomina lpaaea. De la misma
manera, cuando el polarizador esta alineado de forma perpendicular a la luz de
excitacion, la intensidad se denomina lperpendicular- ESt0s valores de intensidad son

usados para calcular la anisotropia:

I

paralela

paralela

—1I

perpendicular

— 2

perpend icular

'r'=

La anisotropia es una cantidad adimensional e independiente de la intensidad total
-1

perpendicular

de la muestra. Esto es porque la diferencia (1, ) esta

aralela

— 2L

perpendicular”®

normalizada por la intensidad total 1 = I

paralela
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Asi mismo, cuando un pulso de luz polarizado es el que excita a la muestra, la
anisotropia evoluciona a través del tiempo y se describe mediante la siguiente

ecuacion:
_ty
r(t) =rne /8

donde 7, es la anisotropia a t=0, y £ es el tiempo de correlacidon de rotacion de una

esfera.

Si una molécula se excita con un pulso de luz polarizado verticalmente, y esta rota
con un solo tiempo de correlacion, el decaimiento de la anisotropia se determina al
medir los decaimientos de la emision polarizada horizontal y verticalmente. Si los
momentos de transicion de la emision y la absorcion son colineales, la anisotropia
a tiempo-cero es 0.4. En este caso la intensidad inicial del componente en paralelo
(vertical) es tres veces mas grande que el componente perpendicular (horizontal).

Si la anisotropia fundamental 7, es mayor que cero, el pulso de excitacion

polarizado verticalmente, resulta en una poblacion inicial de moléculas que en su
mayoria estan orientadas en direccion paralela al pulso. El decaimiento de la
anisotropia se obtiene calculando la diferencia entre la 1(t)paraiela Y |(t)perpendicular Y S€

normaliza con la intensidad total.
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