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Resumen

Los antibiéticos B-lactdmicos (Atb), ampliamente utilizados, pueden causar, en aguas
residuales, efectos adversos en el ecosistema asi como contribuir a la proliferacion de
bacterias resistentes a los mismos. Por esta razén, el efecto de la fotoirradiacion de
penicilinas y cefalosporinas en condiciones similares a las naturales han sido
estudiados por técnicas estacionarias y resuelta en el tiempo. Asimismo, las posibles
implicancias de estos fotoprocesos sobre la actividad antimicrobiana de los Atb,
también fueron investigadas.

Con el propé6sito de modelar las condiciones ambientales, fue empleado como
fotosensibilizador el pigmento natural Riboflavina (Rf, vitamina B2) presente
practicamente en todos los reservorios de agua, mientras que los fotosensibilizadores
artificiales Perinaftenona (PN) y Rosa de Bengala (RB) fueron utilizados con fines
comparativos.

El trabajo se realizé con el objetivo de predecir la eventual evolucién natural tanto
quimica como biolégica de los contaminantes en condiciones ambientales y sus
consecuencias inmediatas. Los estudios cinéticos y mecanisticos asi como la
elucidacién de los fotoproductos contribuyen a la interpretacién de los resultados.

La fotoirradiacién de soluciones acuosas de los Atb produce la degradacién de todos
los agentes antimicrobianos estudiados. La evidencia experimental indica que en
presencia de los fotosensibilizadores RB y PN, el proceso ocurre casi exclusivamente a
través del mecanismo mediado por Oz (1Ag), mientras que en presencia de Rf existe una
considerable contribucién del mecanismo mediado por radicales, con la participacién
de otras especies reactivas del oxigeno, tales como O,*", H;O. y HO".

Por otro lado, los ensayos microbiol6gicos muestran un paralelismo entre la velocidad
de fotodegradacién de los Atb y la pérdida de su capacidad bactericida sobre cepas de
Staphylococcus aureus. Al parecer, la fracciéon fotodegradada de los antibi6ticos no
muestra actividad inhibidora sobre dichas cepas.

Como conclusion podemos decir que la informacién fisico-qufmica y biol6gica
obtenida en el presente trabajo asi como su interpretacion resultan puntos esenciales
en la prediccion del comportamiento de los antibi6ticos f-lactamicos en ambientes
naturales y pueden considerarse como un primer paso en la prevencién de impactos

ecolégicos negativos.
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Abstract

Trace amounts of the widely used B-lactam antibiotics (Atb) in waste waters may cause
adverse effects on the ecosystems, such as the contribution to proliferation of
antibiotic-resistant bacteria. On these grounds, the effect of natural-like
photoirradiaton of aqueous penicillins and cephalosporins has been studied by
stationary and time-resolved techniques. Additionally, possible implications of these
photoprocesses on the antimicrobial activity of the Atb, has also been investigated.

In order to closely model environmental conditions, the naturally-occurring pigment
Riboflavin (Rf, vitamin B2), present in practically all kind of water courses and water
mirrors, was employed as a photosensitizer, whereas the artificial photosensitizers
Perinaftenone (PN) and Rose Bengal (RB) were used with comparative purposes.

The work was done with the aim to predict the eventual chemical and biological
natural evolution of the contaminants under environmental conditions and its
immediate consequences. Kinetic and mechanistic studies and the elucidation of the
photoproducts contribute to the interpretation of the results.

Photosensitized irradiation of aqueous solutions of the Atb produces the degradation
of all antimicrobial agents studied. Experimental evidence indicates that in the
presence of RB and PN as photosensitizers, the process occurs almost exclusively
through the mechanism O2(1Ag)-mediated, while in the presence of Rf there is also a
considerable contributions of radical-mediated mechanism, with the participation of
other reactive oxygen species such as O;*, H:O; and OH".

On the other hand, microbiological assays exhibit a parallelism between the rate of the
photodegradation of Atb and the loss of their bactericidal capacity on Staphylococcus
aureus strains. Apparently, the fraction of photodegraded antibiotics did not show any
inhibitory activity on the strains.

As a corollary we can say that the physicochemical and biological information collected
in the present contribution and its interpretation are essential points for predicting the
behavior of B-lactam antibiotics in natural environments and can be considered as an

initial step in the prevention of negative ecological impacts.
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INTRODUCCION

IMPORTANCIA DEL TEMA Y OBJETIVOS
1

1. IMPORTANCIA DEL TEMA

Varias sustancias farmacolégicas han sido reconocidas como nuevos contaminantes
debido a su persistencia y bioacumulacién en el ambiente, provocando efectos
negativos tanto en ecosistemas acuéaticos como terrestres!.2,

Los antibifticos pertenecen a esta nueva clase de contaminantes debido a que, la
mayoria de ellos, no sufren inactivacién metabélica, de manera que son excretados en
el ambiente tal cual como fueron administrados3- 7 y no son biodegradables por lo que
permanecen en el sistema acuético incluso luego de los tratamientos convencionales
del aguas- 11,

Entre los efectos negativos que se generan, la presencia de estos compuestos en
ecosistemas acuaticos puede contribuir en la proliferacion de cepas bacterianas
resistentes a multiples e importantes clases de antibi6ticos12. Por lo que el desarrollo de
diferentes métodos capaces de remover antibi6ticos del medio ambiente ha recibido
especial atencion en los dltimos afios13- 19,

Los procesos de fotooxidacién sensibilizada pueden constituir una alternativa para la
degradacién de antibi6ticos ya que, si bien estos compuestos son transparentes a la
irradiacién con luz natural, pueden ser degradados a través de la accién de sustancias
fotosensibilizadoras cuya propiedad es absorber dicha luz y producir estados excitados
con capacidad de iniciar una cascada de fotoprocesos en los cuales se generan especies
altamente reactivas. Por otro lado, los antibi6éticos degradados por estas especies
fotogeneradas pueden disminuir sus actividades terapéuticas especificas?. Esto altimo
advierte sobre las condiciones de almacenamiento de estos compuestos y constituye un
aspecto relevante desde el punto de vista biol6gico y comercial.

Por las razones anteriormente mencionadas, en este trabajo de Tesis se seleccionaron
antibi6ticos de la familia de los P lactamicos, ampliamente utilizados en medicina
humana y veterinaria?1.2.23, con el proposito de investigar aspectos cinéticos y
mecanisticos de procesos fotooxidativos sensibilizados por colorantes naturales y
artificiales sobre estos compuestos y las posibles implicancias de los procesos en su
actividad antimicrobiana especifica. La investigacién de dichos aspectos permite el

acceso a importante informacién, como la factibilidad de que ocurran bajo
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determinadas condiciones medioambientales, la velocidad y eficiencia del proceso, los
valores de variables controlables para evitar o promover el efecto fotooxidativo,
productos de fotooxidacién generados, modificaciones en la actividad antimicrobiana,
para mencionar solamente algunas.

Consideramos que los conocimientos que en esta Tesis se presentan pueden ayudar a
predecir el comportamiento de los sustratos estudiados en ambientes naturales y,
potencialmente, la fotodegradacién sensibilizada, puede constituir un mecanismo que
contribuya a la disminucién de los mismos en el ambiente y por lo tanto a la

prevencién de los mualtiples efectos negativos que su presencia genera.

En el capitulo 1 se presenta una resefia bibliografica acerca de las caracteristicas
principales de las especies reactivas de oxigeno que pueden ser generadas a partir de
procesos de fotosensibilizacién. En este capitulo también se incluye una descripcion
detallada de los antibi6ticos y del microorganismo seleccionado para el estudio. En el
capitulo II se detallan los materiales y métodos utilizados en los ensayos.

En el capitulo III se comentan los antecedentes que existen sobre la fotodegradacién de
farmacos, especialmente de antibiéticos p lactdmicos.

En los capitulos 1V, V y VI se muestran los resultados experimentales obtenidos y se
intenta ofrecer posibles explicaciones a los mismos teniendo en cuenta los
conocimientos informados en la bibliografia actual. Especificamente, en el capitulo IV se
presentan los resultados para el estudio del mecanismo y la cinética de la fotooxidacién
sensibilizada de los P lactdmicos: Amoxicilina, Ampicilina, Cefalexina, Cefadroxil,
Ceftriaxona y Cefotaxima, utilizando los colorantes sintéticos Rosa de bengala y
Perinaftenona, los cuales resultan generadores de la especie reactiva de oxigeno,
oxigeno singlete24.25, En el capitulo V se ampli6 el estudio mecanistico y cinético de los
mismos antibiéticos utilizando como sensibilizador el colorante natural Vitamina B2 6
Riboflavina, el cual genera, ademéas de oxigeno singlete, otras especies reactivas de
oxigeno2 capaces de reaccionar con los sustratos estudiados. Por tltimo, en el capitulo
VI, se muestran los resultados obtenidos en los ensayos microbiol6gicos los cuales
pretenden relacionar los efectos de la fotodegradacion sensibilizada de los antibiéticos
con la modificacién de la actividad antimicrobiana de los mismos sobre diferentes

cepas de Staphylococcus aureus.
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2. OBJETIVOS GENERALES Y ESPECIFICOS DE ESTE TRABAJO DE TESIS

GENERAL
Investigar los procesos fotooxidativos sensibilizados sobre diversos antibi6ticos y el

posible efecto sobre su actividad antimicrobiana.

ESPECIFICOS

> Caracterizar los sustratos de interés en medio homogéneo y en distintas
condiciones experimentales.

> Estudiar la fotodegradacién sensibilizada por irradiacién con luz ultravioleta
visible (simil-medioambiental) de los antibi6ticos seleccionados en presencia de los
colorantes artificiales Rosa de bengala y Perinaftenona, y el colorante natural
Riboflavina (Vitamina B2).

> Realizar un estudio cinético y mecanistico en presencia de cada uno de los
sensibilizadores de manera de poder establecer relaciones entre las estructuras de los
sustratos, caracteristicas ambientales y susceptibilidad a la fotooxidacién mediada por
especies reactivas de oxigeno.

> Caracterizar los fotoproductos obtenidos como consecuencia del proceso
fotodegradativo de los antibi6ticos.

> Evaluar la actividad bactericida de los antibi6ticos a diferentes tiempos de

irradiacién fotosensibilizada, sobre diferentes cepas de S. aureus.
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CAPITULOL.
CONSIDERACIONES TEORICAS

I-1. CARACTERISTICAS Y PROPIEDADES DE LA MOLECULA DE OXiGENO

El oxigeno molecular es una de las sustancias mas importantes de la tierra. Comprende
el 21% de la atmésfera, el 89% de las sales del agua y un 47% como minimo de la fase
de la tierra. Ademas, la mayoria de los seres vivos utilizan oxigeno para la generacién
de energia y la respiracion.

Desde el punto de vista fotoquimico resulta una molécula muy importante debido a su
alta reactividad y a la energia relativamente baja de sus estados excitados.

Para comprender la reactividad quimica del oxigeno es necesario conocer su estructura
electrénica. En 1928, Mulliken! usando la teoria cuantica explic6é la propiedad
paramagnética de la molécula de oxigeno. Su analisis demostr6é que los electrones no
apareados, ocupan cada uno de ellos dos orbitales moleculares externos diferentes (el
orbital n enlazante y el n antienlazante), y por lo tanto presenta la siguiente

configuracion electrénica:

1522522pt = (015)? (6™1s)? (025)? (5%25)2 (O2p)? (M2p)* (*2p)2

Los estados resultantes de considerar esta configuracién electrénica, pueden
representarse esquematicamente como se muestra en la Figura 1.1, de acuerdo a tres

arreglos posibles para los electrones2.3.

zp+++@4r++ zw+@4¢++

<S5 P

1 1t
A, .

Estado fundamental {triplete) Estados excitados (singlete)

Figura I.1. Configuracién electrénica de la molécula de oxigeno en su estado fundamental y sus

estados excitados.

—
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De los seis electrones n, cuatro completan los orbitales de enlace degenerados n+ y =-
mientras que los otros dos llenan parcialmente los orbitales de antienlace degenerados
n*+ y n*-. El arreglo de estos dos electrones en los orbitales de antienlace determina
cual de los tres estados que surgen, 3%;-, 1Ag y 13+, es energéticamente el mas bajo.
Segtin la regla de Hund el estado fundamental, de menor energia, es aquél que posee la
mayor multiplicidad de espin. Por lo tanto, la configuracién con multiplicidad triplete
corresponde al estado fundamental de la molécula de oxigeno (O2(3Zy)) y es la forma
mas abundante y estable de oxigeno en la naturaleza.

Dado que el oxigeno posee los electrones no apareados con el giro de espin paralelo, le
dificulta tomar dos electrones libres con giro antiparalelo, por lo que s6lo puede
interaccionar con los electrones de otros elementos y compuestos que estén libres y que
tengan el giro de espin opuesto, pero recibiéndolos de uno en uno. Esto explica por qué
en su estado fundamental y a temperatura ambiente el oxigeno es muy poco reactivo.
En 1934 Herzberg* descubri6, por espectroscopia, la existencia de un estado de energia
superior de oxigeno y report6 al oxigeno singlete; éste se forma cuando uno de los dos
electrones libres del oxigeno en estado fundamental capta energia y cambia el giro de
espin. Cuando eso sucede, inmediatamente se aparea con el otro electrén libre. Las dos
especies de oxigeno en estado singlete son: el oxigeno singlete sigma (O2(12;*)), que
tiene los dos electrones desapareados pero con giros de espin opuestos, y el oxigeno
singlete delta (O2(1Ag)), en el que estos electrones se han apareado (Figura I.1). De los
dos estados excitados mencionados s6lo el de menor energia, Oz(1Ag), juega un papel
significativo en reacciones en solucion y es el que tiene importancia médica, biolégica y
ambiental, como se explicard mas adelante en este capitulo. Esta especie que se
encuentra a 22,5 Kcal/mol sobre el estado fundamental es inestable, puede decaer al
estado fundamental emitiendo luz fosforescente en la regién del infrarrojo (1270 nm) o
reaccionar aceptando dos electrones, libres o apareados. El estado de mayor energia,
O2(1%;*), por su parte, se desactiva rdpidamente a Oz(1Ag) por lo que no tiene
posibilidades de participar en reacciones®. En la Figura 1.2 se puede apreciar el

diagrama de energia para el oxigeno.

~
T
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E(kcal mol™)
A
375 |- 1 | Estado excitado SINGLETE Oy('%,")
: 1 -
| +- .
225 — 7 “\ ,  Estado excitado SINGLETE O,('A,)
\
\ /,
\ 4
ol 4 1 Estado Fundamental TRIPLETE O,(3%,)

Figura 1.2. Diagrama de energia para el O,.

Cabe aclarar que estas funciones son apropiadas solo para moléculas libres de
oxigenos. Es decir, si la molécula sufre colisiones con otras moléculas en fase gaseosa o
es perturbada por la presencia de un medio condensado, el estado 1X;* puede

mezclarse con el estado 1A,.

1-2. ESPECIES REACTIVAS DE OXiGENO (EROS)

El término EROs (especies reactivas de oxigeno) se emplea para incluir a todas las
especies de oxigeno radicalarias u otras que, aunque no contienen electrones
desapareados, estan implicadas en la generacién de radicales libres. Estas especies se
pueden separar en dos grupos:

- Radicales libres de oxigeno, tales como anién radical superéxido (O:*-), radical
hidroxilo (HO*), radical peroxilo (RO;*) y radical alcoxilo (RO").

- Derivados no radicales, como peroxido de hidrégeno (H20.), acido hipocloroso
(HCIO), oxigeno singlete (O (1Ag)) y ozono (Os)7.

La formacién de EROs ocurre a través de una serie de reacciones quimicas donde los
radicales libres y los intermediarios no radicalarios estan interrelacionadoss.

Son moléculas muy reactivas debido a que en el altimo orbital tienen un electrén no
apareado (radical libre), lo cual les confiere inestabilidad fisica. Las principales especies
son las que se producen por la ruptura o excitaciéon del oxigeno y las especies
parcialmente reducidas (Oz (1Ag), O2°-, HO* y H20,).

En condiciones fisiolégicas normales, las células producen constantemente cantidades
moderadas de estas especies para llevar a cabo determinadas funciones.

Principalmente, participan en el mecanismo de defensa del organismo frente a
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determinados agentes infecciosos, aunque también son capaces de destruir células
tumorales. Asi mismo la concentracién de EROs es finamente controlada por la accién
de enzimas y antioxidantes encargados de neutralizar estas especies.

Si un agente estresante induce un aumento en el contenido intracelular de EROs de
manera que sobrepasa las defensas enzimaticas y de antioxidantes, estas especies son
capaces de reaccionar rapidamente con biomoléculas susceptibles a oxidarse como
proteinas, 4cidos nucleicos, lipidos y aztcares con el consiguiente dafio de las
funciones celulares, conduciendo a lo que se conoce como estrés oxidativo?10. Este
proceso incluye peroxidacién de lipidos de membranas celulares y subcelulares, dafios
en enzimas y proteinas respiratorias y dafios en el ADN nuclear y mitocondrial.

Las EROs también pueden generarse en células expuestas a la luz como el tejido
epitelial y ocular, mediante procesos de fotosensibilizacién como consecuencia de la
intervencién de sustancias que actGan como sensibilizadores, tal es el caso de ciertas
flavinas11.1213, NADH/NADPH?, acido urocénico?> y algunos esteroles?s,

También, como consecuencia de procesos fotosensibilizados, las EROs pueden
generase en el medio ambiente debido a la presencia de moléculas con capacidad
sensibilizadora. Se ha demostrado que la presencia de sustancias hamicas, tales como
los acidos humicos y los acidos falvicos, y riboflavina en aguas, estd asociada a la
degradacién fotooxidativa de multiples contaminantes ambientales!?- 21. A lo largo de
este capitulo se citaran algunos ejemplos especificos.

En el desarrollo de este trabajo de Tesis, el método de fotosensibilizacién fue utilizado
para generar las especies reactivas de oxigeno. Es un método que produce
principalmente, Oz (1Ag) y O2°*- por lo que, a continuacién, se describira en detalle a estas
dos especies. Sin embargo, bajo ciertas condiciones, la fotosensibilizacién suele
involucrar también otras EROs generadas a partir de O;°*-, como lo son H:O; y HO¢,
especies sobre las que se dar4 una descripcién sintética acerca de su generacién y

principales reacciones en las que participan.

1-2.1. OXiGENO SINGLETE (O3 (1Ag))

El O(*A;) es una especie electrofilica sumamente reactiva que tiene la capacidad de
atacar rapidamente compuestos orgéanicos. Es alrededor de 1000 veces mas reactiva que
el oxigeno en estado fundamental (O:(3X;)). Esta mayor reactividad se debe

simplemente, a que numerosas sustancias con las que reacciona se encuentran en

( 0 1
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estado fundamental singlete, entonces la reaccion singlete-singlete es mas probable que
una reaccion triplete-singlete, como seria con O,(3%;), dado que la multiplicidad de
espin es la misma.

La importancia de las reacciones de O(1Ag) han sido reconocidas en numerosas areas
como la medicina, la bioquimica, quimica de los alimentos, quimica del medio
ambiente, entre otras.

En los sistemas biologicos causa dafios a los tejidos y muerte celular al afectar
estructuras como la membrana plasmética, o componentes subcelulares tales como el
ADN, aminoécidos, proteinas y lipidos?2.23.24,

En los alimentos produce una rapida oxidacién de ciertos componentes, incluso a
temperaturas muy bajas?5, es capaz de modificar el sabor, especialmente de aceites y
productos lacteos expuestos a la luz, asi como pérdida de vitaminas principalmente
vitamina D, riboflavina y acido asc6rbico.

También se ha demostrado su participacién en la fotodegradacién sensibilizada de
compuestos tales como pesticidas fenolicos?, fungicidas?’, diversos farmacos-31,

antioxidantes sintéticos32, productos industriales33, entre otros.

I-2.1.1. Generacion de Ox(1A;)

O4(1Ag) puede ser generado biolégica, quimica y fotoquimicamente, las diferentes vias
de formacién de esta especie se muestran en la Figura 1.3. Algunos mecanismos no han

sido probados cientificamente y estan siendo cuestionados.

Enzimas

RCOO" + RCOO* 30,+ S*
RC=0 +
RCOH

S

Endoperoxidos 7 H,0, + OCI-
Product:s\> (/HZ,O+ cr

Ozé6nidos — L O,('Ay)) < H)0,+0;

H,O + 0}/7 OH- + OH’
H,0

H202 + HOZ— Y OH- OH. + 02-
2H*
e
0, + O, O, +Y* O,

Figura 1.3. Formacién de O2('Ag) por métodos quimicos, fotoquimicos y biol6gicos34.
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En sistemas vivos existen dos fuentes principales de generaci6én de O2(*Ag): los procesos
inflamatorios y la fotosensibilizacién de las 4reas expuestas a la luz35. Esta especie ha
sido considerada el principal agente citot6xico en la terapia fotodindmica (PDT)3%.%7, un
tratamiento emergente, particularmente para el cancer3s, que requiere la combinacién
de oxigeno, radiacién visible y drogas (fotosensibilizadores) que conducen al deterioro
o muerte del tejido.

A continuacién se presenta una descripcién sintética de algunos métodos quimicos y
fotoquimicos para la generacién de Ox(1Ag) luego, con mas detalle en la secciéon 3 de
este capitulo, se describira el método de generacién fotosensibilizada dado que, como

ya se mencion6, fue el empleado en este Trabajo de Tesis.

I-2.1.1.1. Generacién quimica

La generacién quimica implica reacciones exotérmicas en la cual uno de los productos
es O2(1Ag). Estas reacciones son, a menudo, quimioluminiscentes debido a los
decaimientos radiativos de esta especie. Existen muchas reacciones quimicas, a

continuacién se mencionan algunos ejemplos:

a. Por descomposicién de H,O,
La reaccién puede ocurrir en presencia de hipoclorito de sodio o hipobromito de
sodio:

H,0, + NaOCl

0,('8y) + H0 + NaCl

Concretamente, el Ox(1A;) se forma a partir del anién peréxido de cloro (CIOO) que es
un intermediario en la reacci6én anteriormente mencionada. Esta reaccién tuvo un rol
importante en la historia de la quimica de O2(*Ag) debido a que este sistema fue la
evidencia definitiva de la participacién de O2(1A;) en reacciones de fotooxigenacién
sensibilizada3®.

b. Por descomposicion térmica de ozénidos

Los oz6nidos son compuestos altamente energéticos a partir de los cuales es posible
obtener O>(1Ag). Murray y Kaplan#® presentaron la primera evidencia quimica de que
aductos entre aril fosfitos y ozono, preparados a -70°C, cuando son llevados a -35°C,

producen O(1Ag) de acuerdo a la siguientes reacciones:

12
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-70°C
CHsO)sP + O3 —» (C(,H50)3 / \O
/O\ 35°C 1
(CeHs0)P o — (GHs0):,P==0 + O('4p)

Las desventajas que presenta este método es que, paralelamente a la produccién de
O2(1Ag) se pueden formar productos oxidados, ademas de la dificultad que presenta la
separacion del fosfato formado.

c. Por descomposicion de endoperdxidos

Ciertos hidrocarburos aromaticos, especialmente los poliacenos lineales, reaccionan
con Oz(3Zy), via fotooxigenacion sensibilizada, para producir endoperéxidos los cuales,
por calentamiento, se disocian y regeneran el hidrocarburo de partida y O2(1Ag) de

acuerdo a la siguiente reaccién:

l o

La estabilidad térmica de los endoperéxidos depende de la estructura del hidrocarburo
aromatico#2434. Ciertos endoper6xidos son relativamente estables a temperatura
ambiente (1,4-dimetil naftaleno, 1,4,5-trimetil naftaleno, 9,10-dimetil antraceno). Los
endoperoxidos generalmente se preparan a bajas temperaturas y luego se
descomponen por calentamiento. La proporcién de O2(3%y) para formar Ox(1A;) puede

alcanzar, en ciertos casos, el 100%.

I-2.1.1.2. Generacién fotoquimica
a. Por fotdlisis de O3

La fotolisis de Os conduce a la generacién de Oz (1A y 15;*) en fase gaseosa a través de

la siguiente reaccitn:

h
03 —""\"—> Oz(lAg 6 1Zg+) + O

La fotolisis de O3 a 253,7 nm solamente produce O2(1Ag) y un 4tomo de oxigeno.

[ ]
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b. Por absorcion directa de Oz (3Z;)

Cuando se irradia con un laser Nd-Yag soluciones de Freén a altas presiones de
oxigeno es posible obtener Oz(1A;), como lo demostraron Mathenson#> y Evanst
usando la transicién simultdnea de 2 O (1Z5*) — 2 O2 (1Ag).

c Por radiélisis de pulso

Cuando un haz de electrones atraviesa un liquido hidrocarbonado, como benceno, se
forma una elevada cantidad de estados excitados. Debido a que los tiempos de vida de
los estados singlete y triplete de benceno son de muy corta vida (unos pocos
nanosegundos), la inhibicién por el oxigeno disuelto y, por lo tanto, de generacién de
O2(1Ag), es muy baja. Sin embargo, en presencia de tripletes aceptores de energia, como
el naftaleno, ocurre transferencia de energia desde el triplete del benceno al triplete del
naftaleno, la que puede ser inhibida por oxigeno para generar O2(1Ag). Esto permite
observar las propiedades de O2(1Ag) usando al técnica de radi6lisis de pulso4’.

d. Por microondas

Cuando una descarga de microondas atraviesa el oxigeno gaseoso a través de un
sistema de flujo de gas, se produce oxigeno singlete (1Ag, 1%;*), 4tomos de oxigeno y
ozono. Estas dltimas dos especies oxidantes pueden ser removidas con vapor de
mercurio y O2(1Z;*) es inhibido, probablemente para dar Oz(1Ag), cuando el gas
emergente es burbujeado en soluciones que contienen sustratos oxidables.

e. Por reaccién entre Cloro y H;0;

El O(1Ag) también puede generarse en un reactor quimico por una reaccién entre cloro
gaseoso y una solucién de per6xido de hidrégeno, donde cerca del 100% del oxigeno
producido es Oz(1Ag)#%. Con un laser quimico de oxigeno-yodo eléctricamente excitado
(eCOILs), el O(1A;) es producido en un plasma que fluye, generalmente se trata de
He/ O, a una presién inferior a 10 Torr0.

f Por fotosensibilizacién

Es uno de los métodos mas comanmente empleados en el laboratorio para la
generacion de Oz(1Ag). Dado que fue el método seleccionado para este trabajo de Tesis,
sera discutido en detalle en la seccién 3 de este capitulo.

I-2.1.2. Desactivacién de Ox(1A;)

Debido a que el Ox(1A;) es una molécula en estado electrénico excitado resulta muy
inestable respecto a su estado fundamental, consecuentemente tiende a desactivarse.

Los mecanismos de desactivacion de O2(1Ag) son diversos.
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Dependiendo del producto final, pueden dividirse en dos grupos: procesos fisicos y
procesos quimicos. Un proceso fisico supone tnicamente cambios en los estados
cuanticos de las moléculas, mientras que un proceso quimico involucra cambios en la
naturaleza quimica de las moléculas. Hay muchos caminos posibles para la
desactivacién de Ox('A;); el mas favorable dependera del tipo de molécula y de la
naturaleza del estado electrénico involucrado. La Figura 1.4 representa un esquema

simplificado de las posibles vias de desactivacion.

O, Ag) +A _119._' 03(323-) + A (desactivacién fisica)

k,
kq
productos oxidados (desactivacién quimica)

0,(%y)  (desactivacion fisica)

Figura 1.4. Esquema de desactivacién de O; (1Ag). A: sustrato fotooxidable (desactivador), ka:
constante de velocidad de desactivacion fisica de O,('A;) por moléculas de solvente, kg
constante de velocidad de desactivacién fisica de Ox(1Ag) por el sustrato A, k:: constante de
velocidad de desactivacién quimica de O(1Ag) por el sustrato A.

Como se puede apreciar en la Figura 1.4, el O2(1A;) puede ser desactivado por
interacciones con las moléculas de solvente, con una constante de velocidad ka y/o por
colisiones con un sustrato A eventualmente presente en el medio.

Por lo tanto, el tiempo de vida (t0) del O2(1Ag), en ausencia de un dado sustrato, puede
definirse como:

T =1/kq

Mientras que, en presencia del sustrato A, el tiempo de vida t del Oz(1A;) estara dado
por:

=1/ (ka + ke [A])

donde k; (= kq + ki) es la constante de velocidad de desactivacion total de O(1Ag) por el

sustrato A, presente en el medio.

Desactivacién de O»(1Ag) por un sustrato

Los desactivadores mas conocidos de Oz(1Ag) son los alquenos, dienos, compuestos
arométicos, aminas, fenoles, sulfuros, complejos de Ni* y Co?* y algunos iones

inorganicos y heterociclicos51.52.
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a) Desactivacion fisica

La desactivacion fisica de O(1A;) ocurre principalmente por mecanismos de
transferencia de energia. Se trata de un proceso permitido por espin que ocurre cuando
la energia del estado triplete de un sustrato fotooxidable es menor de 22,5 Kcal/mol
(energia de excitacién de O2(1Ag)). Este es el caso de moléculas que presentan varios
dobles enlaces conjugados como polienos de cadena larga, quinonas, colorantes y
complejos de metales de transicién51.52.53,

b) Desactivacion reactiva

El oxigeno singlete es una especie capaz de reaccionar quimicamente con una gran
variedad de moléculas orgénicas produciendo compuestos oxidados>4.

Una de las reacciones mas conocida es la adicién de oxigeno a dobles enlaces, la cual
puede ocurrir a través de tres mecanismos diferentes:

i Cicloadicién [2+2]: se produce un dioxetano por adicién [2+2] de Ox(1Ag) a un
doble enlace C=C el cual forma parte de un ciclo o posee un sustituyente donor de

electrones.

| +ﬁ~l“?-—»>=*
° 7

Ciertos dioxetanos son inestables a temperatura ambiente. La descomposicién térmica
o fotoquimica de 1,2-dioxetanos es una reaccién quimioluminiscente. En efecto, se
forman dos fragmentos carbonilicos: uno en el estado fundamental y otro, el cual
predomina, en un estado electrénicamente excitadoSs.

Para la formacion de dioxetanos han sido propuestos diversos mecanismos5é.57. Adn no
estd claro si se trata de una reaccién concertada o por pasos. Existen algunas
evidencias®.5 de que la reaccién es estereoespecifica, involucrando la adicion
suprafacial de O2(1Ag) al doble enlace C=C. En ciertos casos se ha postulado como

intermediario un perep6xido y en otros un zwiterién:

16
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D.

b Kee X,

perepéxtdo zwiterién

/
A-o

——6

dioxetano

D: especie donora de electrones

ii. Cicloadiciones [4+2]: la adici6n 1,4 de Ox(1A;) a sistemas cis 1,3-dienos presentes

en hidrocarburos aciclicos, aromaticos o heterociclos conduce a la formacién de
pero6xidos ciclicos o endoperéxidos, los cuales pueden utilizarse como generadores de

O2(1Ag) (ver descomposicion de endoperéxidos seccién 2.1.1.1.¢).

7
x

0—0O

O
v —
0]

El mecanismo maés aceptado para esta reaccion es una cicloadiciéon del tipo Diels-Alder
en la que el O(1Ag) actiia como dienéfilo. Generalmente, la reaccién ocurre a través de
una cicloadicién concertada suprafacial-suprafacial con formacién de un ciclo de seis
miembros%. No obstante, en ciertos casos se han postulado intermediarios tales como
un perepéxido arilico o una especie birradicalaria asimétrica60.61,

iii. Reaccién “eno”: la adicién de O2(1Ag) a un doble enlace C=C el cual posee, al
menos, un dtomo de hidrégeno arilico produce hidroperéxidos arilicos, los cuales se

pueden utilizar para sintetizar otros compuestos.

/ o) (0]
e | I
O O

La adicién de Oy(1Ag) a la olefina va acompafiada de un corrimiento del doble enlace.

Para esta reaccion han sido postulados una serie de intermediarios: birradical,

17 )
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zwiterién, perepéxido. No obstante, en base a una serie de evidencias experimentales
generalmente se acepta un mecanismo del tipo concertados?.

Se trata de una reacciébn regio y estereoselectiva en la que el O(A;) ataca
preferentemente por la parte menos impedida y el hidrégeno se abstrae por donde esta
el sustituyente alquilo de mayor tamaifio. Si en la molécula existen varios dobles
enlaces C=C, el O2(1A;) ataca al mas sustituido (el que posee menor potencial de
ionizaci6n)5362,

iv. Oxidacién de sulfuros: otra reaccién caracteristica y de importancia biol6gica es

la oxidaciéon de sulfuros por Oz(1Ag) para dar sulféxidos y sulfonas, dependiendo del
medio de reaccién. Un intermediario peroxidico ha sido sugerido para este

mecanismo®3, tal como se muestra en la siguiente reaccién:

solvente R,S
o
RS +0y(a) E—Cw RS-O-O 2R,SO
solvente Sulféxido
l aprético
oxidacién

RS P ——= BSTTO
Sulfona é \O
c) Desactivacion a través de un complejo de encuentro

En diferentes trabajos se ha propuesto® que ciertos compuestos tales como sulfuros,
aminas, alquenos, indoles, furanos, fenoles y éteres etilicos, interaccionan con O2(1Ag) a
través de un mecanismo de transferencia de carga.

Numerosas evidencias indican que esta especie reactiva puede ser desactivada a través
de un mecanismo que involucra un exciplejo o complejo de encuentro con caracter

parcial de transferencia de carga, actuando el O2(*Ag) como aceptor de electrones.

O('a) + A [0,('Ap)-Al —-kr—b productos oxidados

kysc

[0,02,)-A] _lfl,. 0,(%,) + A

Gorman et. al.6566.67 postulan que tal mecanismo opera generalmente para reacciones

de O2(1A;) con sustratos orgéanicos dentro de los limites k>>kisc (desactivacién

[ 18
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quimica) y kisc>>k, (desactivacion fisica). Los hallazgos experimentales citados a favor
de dicho mecanismo son caracteristicos de reacciones similares a las de de un exciplejo,

el cual se forma en un equilibrio rapido y reversible.

1-2.2. ANION RADICAL SUPEROXIDO (O3*-)

En general la reactividad de O:*- es débil, aunque en los sistemas biolégicos puede
penetrar las membranas y causar dafios a blancos especificosé8. Es capaz de reaccionar
con quinonas, &cido ascérbico, tocoferoles, flavinas, fenoles, hierro libre o unido a
ciertas proteinas y con otros radicales (como el propio O;*-, 6xido nitrico y radicales
fenoxi)¢?.70. También inhibe algunas enzimas esenciales para el metabolismo celular
como deshidrogenasa de 6-fosfogluconato, aconitasa y fumarasa.

Bajo condiciones de sobreproduccién y agotamiento de sus secuestradores, el Oz
puede interactuar con los grupos -SH de las proteinas y enzimas cercanas e
inactivarlas, agotar el glutation e iniciar una cascada de eventos oxidativos
perjudiciales para la célula”.

También interviene en procesos de fotodegradacién sensibilizada de una gran variedad
de sustratos entre los que se pueden mencionar fungicidas?, antibi6ticos293¢,

herbicidas” y otros compuestos?3.74.

[-2.2.1. Generacién de O»*-

En los sistemas vivos, la mitocondria es la principal organela productora de esta
especie radicalaria. Se estima que del 2-4% del oxigeno consumido durante el
transporte de electrones de la cadena respiratoria celular no se reduce a agua por el
citocromo C oxidasa, sino que deriva en la formacién de O:*-. Este, a su vez, puede
generar otras especies reactivas de oxigeno espontdnea o enzimaticamente (reaccién de
Haber-Weiss)?; las cuales en exceso reaccionan con toda clase de macromoléculas
causando citotoxicidad y dafio mutagénico.

En el laboratorio, el método que se utilice para la generaciéon de Oz*- dependera del
medio en el cual se lleve a cabo el estudio, ya sea solucién acuosa o medio aprético. En
solucién acuosa, O,*- tiene un tiempo de vida corto, mientras que en medios apréticos,

el iempo de vida del i6n es mucho mas largo?7s.
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1-2.2.1.1. Generacién radiolitica y fotoquimica

La ionizacién de alta energfa y la radiacién UV han sido ampliamente usadas para
generar O*- en soluciones acuosas o alcohélicas. Aunque hay una diferencia en la
distribucién del radical primario, para los dos métodos, las reacciones responsables de

la generacién de O>*- son similares:

H,O—>H + HO + e (ac)
HOY»e o + HO
e (ac) + 02(32g') — O,"

H + 0,0%;) —» HOy

HO, H* + 0O,

Se puede aumentar el rendimiento de generacién de O:*- en presencia de etanol, el cual

convierte H* y HO* en O2*-a pH mayor que 7.

La N-formilquinurenina (NFK), uno de los productos de la fotooxidacién de triptéfano,
también conduce a la formacién de Oz~ por aplicacién de laser flash fot6lisis a 265 nm,

en solucién acuosa saturada en aire”’.

CH,CH(NH,)COOH

COCH,C(NH,)COOH
hv
I + Ofy) —
N
" NHCHO
Triptofano N-formilquinurenina

Luego:

hv
NFK + H,O ———> NFKH + OH"

NFKH (6 NFK") + O,(2;) — NFK+O,” + H*

Existen otros métodos que usan fotosensibilizadores cet6nicos tales como acetona,
acetofenona y benzofenona para la generacién de O>*-.

El método de fotosensibilizacion sera detallado en la seccién 3 de este capitulo.
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1-2.2.1.2. Generacién electroquimica

La especie O;(3Z;) puede ser reducida electroquimicamente, via transferencia de un
electr6n, para producir O:*- en medios aproéticos. Si bien dicha reduccién también
puede ocurrir en solucién acuosa, debido a la rapida protonacién de O;*- (incluso a pH
béasico) el tiempo de vida de Oz*- es muy corto en este solvente”™. Por lo tanto, los
métodos electroquimicos son principalmente utilizados en solventes aproéticos.

En principio, Oz(3Zg) puede ser reducido por algin donor de electrones, via un
mecanismo de esfera externa, para producir O:*~. Naturalmente, la eficiencia de la

reaccién dependeréa del potencial de reduccién del donor®0.

I-2.2.1.3. Generacién qufmica
a. Por descomposicién de peroxiradicales libres con sustituyentes a-hidroxilos

Por radi6lisis de soluciones acuosas conteniendo O;, N>O y alcoholes se pueden obtener
radicales a-hidroxi-alquilper6xido. Los alcoholes de peroxiradicales generados pueden

producir O,*-a través de las siguientes vias:

R2C(OH)OO'—————> 02.- + W + R2CO
R,COH)OO" + B ——» O, + R,CO + BH

donde B- es una base.

Alsheikhly y Simic# han demostrado que O,*- también puede ser formado durante la
descomposicién de peroxiradicales de acidos grasos insaturados (oleico, linoleico y
acido araquidénico).

b. Por descomposicion de H2O,

Hay varios ejemplos de generacién de Oz*- durante la descomposiciéon de H,O». La via
mas simple es la generacién de O:'- mediante la reduccién de iones metélicos por

H>0»82. Por ejemplo:

Fe** + H,0, —» Fe?* + H* + HO,

HO, — H* + O,”

Estos procesos, incluidos en los que se desencadenan en la reaccién de Fenton, la cual
serd descripta mas adelante (ver seccién 2.3.2), generalmente ocurren en solucién

acuosa. Como O*- es més estable en medio aprético que en solucién acuosa, seria
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esperable que la descomposicién de H,O: en solventes apréticos genere una solucién
mas concentrada de Oz,

c. Reaccién de NaO; y KO: con alcoholes, hidroperoxidos 6 trifenilmetil:

En 1966, Le Berre y Berguer8? usaron la reaccién de NaO; y KOz con alcoholes,
hidroperéxidos 6 trifenilmetil en benceno, tetrahidrofurano y tolueno con el propésito
de generar O:;*-. Una de las principales desventajas de este método fue la baja
solubilidad de NaO: y KOz en solventes orgénicos y, por lo tanto, la necesidad de
usarlos como suspensiones. Una gran mejora del método fue el uso de éteres los cuales
forman complejos con cationes sodio y potasio84.

d. Otro método de preparacién de O:*- en solventes apréticos es la sintesis de
super6xido de tetraalquilamonio. En 1964, Mc Elroy y Hashman3® describieron la
sintesis de super6xido de tetraalquilamonio con un rendimiento del 90% para la
reaccién sélido-sélido de hidréxido de tetraalquilamonio pentahidratado con KOx.

I-2.2.2. Reactividad de O,*-

La reactividad de O»°*- estd determinada por sus propiedades quimicas tales como:
basicidad, nucleofilicidad, propiedades de radical libre, propiedades redox, entre otras.
Como la mayoria de las reacciones de O2*- son estudiadas en solucién, su reactividad
también se vera afectada por la solvatacién y la interaccién con cationes, ya sea para
formar pares i6nicos de contacto 6 separados por solvente.

La reaccién de Haber-Weiss es quizas la reaccion mas conocida en la que participa el
O>*-. Esta reaccién, en la cual se generan radicales HO*, bajo ciertas condiciones, suele
ocurrir en células vivas y como consecuencia constituye una fuente de estrés oxidativo.

La reaccién directa es muy lenta, pero puede ser catalizada por metales como el hierro.

02.-+ H202 —» OH+OH + 02

Otras reacciones que podemos mencionar son las siguientes:

a) Protonacién:

O»*- puede reaccionar con un protén o con un donor de prot6én para formar un radical
perhidroxilo (HO:®). Varios compuestos orgénicos (alcoholes, 4cidos carboxilicos,
fenoles hidrocarburos) e inorgéanicos (H2O, 4cidos) pueden participar de esta reaccién

como donores de protones.
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02.- + H+—'> HOz.

02.-+Hx e T HOZ. + X'

b) Sustitucion nucleofilica:
Oz~ también puede reaccionar con halogenuros de alquilo, sulfonatos y fosfatos a

través del siguiente tipo de reaccion:

02.-+AX - AO2. + X

mientras que ésteres, halogenuros de acilo y anhidridos de acilo reaccionan con O;*-

por reacciones como:

O, + RCOX —» RC(0)O, + X

) Transferencia de electrones:
O>*- puede reducir diversos compuestos organicos e inorgéanicos (quinonas, complejos
cuprosos, complejos ferrosos, di6xido de azufre, entre otros) a través de mecanismos

de transferencia de electrones:

0, +Q == O0,+ Q"

d) Adicién:

En muchos casos se trata de reacciones elementales:

0,” + M* === MO,

donde M es un i6n metélico o un complejo metalico.
Sin embargo, existen procesos més complicados tales como:

. Reacciones de oxidacién y desprotonacién

O,” +RH === HO, +R
R +0,(2,) === R +0,"

. Dismutacion catalitica y no catalitica
2H+
20,7 == 0O,(%,) + K0,

=
8
=
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I-2.3. PEROXIDO DE HIDROGENO (H203)

Es un liquido altamente polar ligeramente més viscoso que el agua. Es relativamente
estable a temperatura ambiente, pero se descompone con facilidad en oxigeno y agua
por calentamiento y por exposicién a la luz. Ademas, numerosas sustancias actiian
como catalizadores de su descomposicién, entre otras: metales de transicion, alcalis, y
6xidos metélicos.

No es un radical libre pero, al ser un oxidante débil, puede formarlos por interaccién

con metales, en lo que se describira méas adelante como Reaccién de Fenton.

I-2.3.1. Generacion de H-O»

En los sistemas biologicos es producido por diversas enzimas que unen oxigeno,
peroxisomas, mitocondrias y reticulo endoplasmico.

Como ya se mencioné en la seccién 2.2.2, el O;*- es convertido a H20z espontdneamente
o por via enzimaética (catalizado por la enzima super6xido dismutasa) de acuerdo a la
reacciéon de dismutacién antes mencionada (2.2.2.d).

Quimicamente H>O; era antiguamente generado por electrolisis de una solucién acuosa
de 4cido sulftrico o sulfato &cido de amonio, seguida por la hidrélisis del
peroxodisulfato. En la actualidad se obtiene casi exclusivamente por la autooxidacién

de un 2-alcohol-antrahidroquinona en un proceso llamado “proceso antraquinona”.

I-2.3.2. Principales reacciones en las que participa H2O,

a. De descomposicion
El H;O, se- descompone por desproporcionacién a agua y oxigeno gaseoso en una

reaccién espontanea como la siguiente:

Este proceso es termodindmicamente favorable. (AH® = -98,2 K] mol?, AS = 70,5 ] mol?
K1); la velocidad de descomposicién depende de la temperatura, de la concentracién
de H>0», asi como del pH y la presencia de impurezas y estabilizantes. Esta reaccién es
ademas una reaccién de desproporcién redox en la que el oxigeno contenido en la
molécula de H2O2 se oxida y se reduce al mismo tiempo.

Muchas sustancias catalizan esta reaccion de descomposicién, incluyendo en su
mayoria metales de transicién y sus compuestos. Catalizadores comunes resultan el

di6xido de manganeso, plata y platinoss. La misma reaccién es catalizada por la

N
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enzima catalasa presente en células hepaticas y cuya principal funcién involucra la
eliminacién de metabolitos t6xicos asi como la disminucién del estrés oxidativo.

En presencia de ciertos catalizadores como Fe*2 o Ti*3, la descomposicién conduce a la
formacién de especies reactivas de oxigeno como hidroxilo (OH*) e hidroperoxilo
(HO:"). La combinacién de Fe*2 y H2O; es conocida como reacciéon de Fenton la cual se

tratara en detalle a continuacién.

b. Reaccion de Fenton y Foto-Fenton

La reaccién de descomposicién del H>O; catalizada por hierro se denomina reaccién de
Fenton?5.87.88,

En medio 4cido el hierro ferroso (Fe2*) es oxidado por H2O; a hierro férrico (Fe3*), un
radical hidroxilo (HO®) y un anién hidroxilo (HO-). El Fe3* formado se reduce
nuevamente a Fe?*, un radical per6xido (HO:") y un protén por reaccién con el exceso
de H>O; (desproporcionacién). El HO* libre generado es un potente oxidante, aunque
selectivo. A su vez, Fe3* puede interactuar con HO;* lo cual conduce también a la
recuperacion de Fe2+.

La oxidacién de un compuesto organico por la reaccion de Fenton es rapida,
exotérmica y generalmente conduce a la mineralizacién total del compuesto a di6xido

de carbono y agua®’.

Fe?* + H,0, — Fe** + OH + HO'
Fe** + H,0, — Fe?* + H* + HO,
Fe3+ + HO2. —_— F92+ + H+ + 02

Existe un debate en curso en la literatura quimica respecto a la naturaleza del HO"
altamente reactivo formado a partir de la reaccién de Fenton. El mecanismo clésico
predice que el HO; se reduce con la generacién de HO* libre, sin embargo los HO*
producidos pueden permanecer unidos al hierro, ya sea como [Fe... HO*]?* o [Fe=0]2*.
Estos intermediarios pueden tener propiedades oxidantes similares pero distinguibles
de los HO" libres®.

El empleo de la irradiacién UV-V en este proceso es conocido como reacciéon de Foto-
Fenton, en la cual el poder de oxidacién se ve aumentado principalmente debido a la
fotorreduccién de Fe3* a Fe?* siendo este ultimo capaz de reaccionar con el H:O,

estableciéndose un ciclo, ademas de la generacién de radicales HO* adicionalesss.
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h
Fe(OH)?* ——» Fe?* + HO'

c. De oxido-reduccién

En solucién acuosa H20O: es capaz de oxidar y reducir una gran variedad de iones
inorgénicos.

En solucién 4cida HO: actia como agente oxidante, se pueden mencionar por ejemplo
reacciones como la oxidacién de Fe2* a Fe3* y la oxidacién de sulfito (SO,3) a sulfato
(SO024).

Como ejemplo donde H;O: actia como agente reductor se pueden mencionar las
reacciones con hipoclorito de sodio o permanganato de potasio, las cuales resultan un

método conveniente para generar oxigeno en el laboratorio:

NaOCl + H202 —i NaCl + H20 + 02
2 KMnO, + 3 H,0, ————— 2MnO, + 2KOH + 2H,0 +30,

I-2.4. RADICAL HIDROXILO (HO")
Es el radical libre mas reactivo que existe sobre las moléculas biol6gicas, afecta al ADN,

proteinas y lipidos. También se ha encontrado que participa en procesos de
fotodegradaciéon de compuestos como herbicidas®, fungicidas?, antibi6ticos.9 y

otros contaminantes%4.

I-2.4.1. Generacién de HO"

En los sistemas vivos es generado principalmente por la reaccion de Haber-Weiss y
Fenton descriptas anteriormente.

En el laboratorio, la generacion de este radical puede ser agrupada en métodos
fotoquimicos y métodos que involucran la transformacién de especies quimicas y otras
formas de energia (generacién no fotoquimica), algunos ejemplos se mencionardn a

continuacioén.
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1-2.4.1.1. Generacién no fotoquimica

a. Ozonizacién en medio alcalino
El O3 puede participar de una reaccién radicalaria favorecida en medio alcalino, la cual
puede iniciarse también a partir de otras especies como HO-, HOz, HCOQO, etc. Las

especies formadas tienen una gran capacidad oxidante?.%.97,

203 + H20 ——————- ZHO‘ + 202 + HOZ.

b. Ozono/H,0;
El H>O; puede iniciar la descomposicién del Os por transferencia de electrones. La
reacciéon genera HO® a través de un mecanismo en cadena que se ve favorecido en

medio alcalino%. La reaccién global es la siguiente:

0, + Hy0, ——»HO" + O, + HO,’

c. Reaccién de Fenton (ver seccién 2.3.2)

d. Oxidacion electroquimica

La aplicacién de corriente eléctrica (2-20 A) entre dos electrodos adecuados®, produce
en agua, reacciones quimicas primarias con generacién de HO". La eficiencia del

sistema puede mejorarse agregando Fe2* y el proceso se conoce como electro-Fenton.

HO ———» HO +H'+e¢ reaccion anédica
O, +2H" +2¢" ——— H,0, reaccién catédica
e. Radidlisis y procesos con haces de electrones

Se basa en la generaciéon de electrones altamente reactivos, iones radicales y radicales
neutros utilizando particulas masicas u ondas electromagnéticas de alta energia®®. Se
pueden usar rayos y (Gammacell, 9Co0)1%, rayos X o aceleradores de haz de electrones
como los de tipo Van-de-Graaf o lineales (LINAC)101,

Basicamente, cuando el haz de electrones penetra un medio acuoso, los mismos
pierden energia por colisiones no elésticas con las moléculas de agua y se generan

especies reactivas de acuerdo a la siguiente reaccién:

Hzo — e-aq +H + HO + H2 + H202 + H+

27 )

—
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De los productos que se forman, las tres primeras especies corresponden a productos
primarios de la radi6lisis del agua. Los e-aq y los H* son reductores fuertes, mientras
que HO* actiia como oxidante.

f. Plasma no térmico

El plasma es considerado el cuarto estado de la materia que contiene iones y electrones
libres (gas eléctrico). Puede generarse, en forma no térmica, por una descarga eléctrica o
bombardeo de un gas con un haz de electrones de alta energia. Estos plasmas son
buenas fuentes de especies reactivas altamente reductoras y oxidantes, como O(3P),

HO*, N, H, NH, CH, O3, O2(1A;), los propios electrones de plasma, etc0.

1-2.4.1.2. Generacién fotoquimica
a. Fotdlisis del agua en le ultravioleta de vacio (UVV)

La irradiacién a longitudes de onda menores que 190 nm, conduce, en la mayoria de
los casos a la ruptura homolitica de uniones quimicas!02.1%, En agua se generan
radicales OH* y radicales de hidrégeno (H*) con rendimientos cuinticos dependientes
de la longitud de onda de irradiacion1%4.
hv .

b. UV/H0,, UV/Osy UV/H20:/05

El clivaje de la molécula de H2O: por fotones de energia superior a la unién de O-Ot
tiene un rendimiento cuéntico casi unitario (®uo.= 098 a 254 nm) y produce

cuantitativamente dos HO* por cada molécula de H>O..

hv
H,0p———»2 HO’

La irradiacién de Os en agua produce H>O: de acuerdo a la siguiente reaccién:

hv
03 + H,O ———»H,0, + O,
El H,O. a su vez se fotoliza dando radicales HO*. La combinacién UV/H;0./O;
también genera radicales. La reaccién entre H2Oz y Os es lenta pero se ve favorecida en
presencia de luz.

c. FotoFenton (ver seccién 2.3.2)

{ =)
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d. Ferrioxalato y otros complejos de Fe(IIl)

En presencia de ciertos ligandos orgéanicos tales como acidos carboxilicos, el Fe3* puede
formar complejos estables o pares i6nicos asociados que exhiben bandas en el espectro
UV-visible, son fotoquimicamente activos y generan Fe?* por irradiacién. Por ejemplo,
el acido oxalico forma complejos que absorben fuertemente desde 250nm hasta 580 nm.
La fotolisis del ferrioxalato tiene un alto rendimiento cuantico (®= 1-1,2)105, casi
independiente de la longitud de onda.

Si se agrega HxO., la reduccién fotoquimica del complejo de Fe3* se acopla a la reaccion
de Fenton10%.107, Recientemente se ha demostrado la alta eficiencia del uso de mezclas
iluminadas de HxO: y ferrioxalato para la fotodegradacion de contaminantes
orgéanicos10s,

e. UV/Periodato

El 4cido periédico, HslOs, y el periodato, IO, -, son oxidantes fuertes. La irradiacion de
soluciones de periodato con luz UV corta genera radicales (I05°, HO*, IOs*) y otras
especies oxidantes (1057, O3)109,

f. Fotocatilisis heterogénea

Es un proceso que se basa en la absorciéon directa o indirecta de energfa radiante
(visible o UV) por un sélido (el fotocatalizador heterogéneo, que normalmente es un
semiconductor de banda ancha). La excitacién del semiconductor puede tener lugar de
dos formas:

1) Por excitacion directa del semiconductor, de manera que éste es el que absorbe
los fotones usados en el proceso. Corresponde al caso méas general y de mayor
aplicabilidad en fotocatalisis heterogénea.

2) Por excitacion inicial de moléculas adsorbidas en la superficie del catalizador
(colorantes), las que a su vez son capaces de inyectar cargas (electrones) en el
semiconductor.

Cuando una particula de un semiconductor es excitada con luz suficientemente
energética (caso 1) se promueve un electrén desde la banda de valencia a la banda de
conduccién como consecuencia de la foto-excitacién, dejando asi una deficiencia de
electrones 0 un “hueco” en la banda de valencia, de esta manera se crean pares
electrén-hueco cuya vida media esta en el rango de los nanosegundos. En ese lapso de
tiempo estos pares deben migrar a la superficie y reaccionar con especies adsorbidas.

Los pares electr6n-hueco que no alcanzan a separarse y a reaccionar con especies en la

[ 2
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superficie, se recombinan y la energia se disipa. Esta recombinacién puede tener lugar
tanto en la superficie como en el seno de la particula?10,

En la superficie pueden reaccionar con sustancias como el agua o iones OH-
adsorbidos, generando radicales HO* y/u otros radicales!11.

Existen diversos materiales con propiedades idéneas para actuar como
fotocatalizadores y llevar a cabo este tipo de reacciones como por ejemplo TiOz, ZnO,
CdS, 6xidos de hierro, etc. La mayoria de estos materiales puede excitarse con luz de
no muy alta energia (A > 310 nm).

Los fotocatalizadores mas investigados hasta el momento son los 6xidos metdlicos
semiconductores de banda ancha y, particularmente, el TiO, el cual presenta una
elevada estabilidad quimica que lo hace apto para trabajar en un amplio rango de pH,
al mismo tiempo que es capaz de producir transiciones electrénicas por absorcién de
luz en el ultravioleta cercano.

Para mejorar la respuesta a la luz es habitual la unién de colorantes a la superficie del
so6lido!12 (caso 2). Dichos colorantes acttan como fotosensibilizadores utilizando la
energia de fotones visibles para transferir un electr6n a la banda de conduccién del
semiconductor e iniciar una serie de procesos fotoquimicos y/o fotofisicos que derivan
en actividad fotocatalitica o fotovoltaica. La efectividad del proceso de
fotosensibilizaciéon depende en gran medida de las caracteristicas estructurales y
energéticas de los colorantes utilizados. Para lograr una buena fotosensibilizacién los
colorantes deben ser capaces de absorber luz en una amplia regién del espectro visible
y ademas tener grupos funcionales adecuados que permitan su unién a la superficie
del semiconductor (generalmente grupos carboxilato y fosfonato)113,

Por otro lado la energia del orbital molecular ocupado de mas alta energia (HOMO) y
del orbital molecular desocupado de maés baja energia (LUMO) en estos colorantes
debe ser tal que permita la foto-inyeccién de electrones en la banda de conduccién del
semiconductor. Asimismo las moléculas de los colorantes sensibilizadores deben ser
altamente fotoestables como para soportar varios ciclos de excitacién Optica y

conversién redox.
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I-3. FOTOSENSIBILIZACION

Se denomina fotosensibilizacién a todo proceso por el cual una especie quimica
(transparente a la longitud de onda de excitacién) sufre una alteracién fotoquimica o
fotofisica como resultado de la absorcién inicial de luz por otra especie quimica

denominada fotosensibilizador (o simplemente sensibilizador (S)) 114.

1.3.1. Mecanismos de reacciones fotosensibilizadas
En presencia de oxigeno, dos vias compiten por el sensibilizador en su estado
excitado!’5. Actualmente se las denomina mecanismos Tipo I y Tipo II 64116117, A

continuacién se muestra un esquema de ambos mecanismos.

Productos oxidados S Productos oxidados
hv
A ! )
1 S*

Radicales , Tipol l Tipo 1l
iones radicales 3g* OL('4y)

Ao solvente 0,(°%y)

Sox + 05"

Figura 1.5. Mecanismos de fotosensibilizacién Tipo I y Tipo II 118

El primer paso corresponde a la absorcién de luz por parte de sensibilizador en estado
fundamental, para producir un estado singlete excitado (!5*) que rapidamente se

convierte, mediante cruce entre sistemas, en un estado triplete excitado (35*).

Mecanismo Tipo I: el estado triplete excitado del sensibilizador (35*) reacciona
directamente con el solvente o el sustrato (A) donando o aceptando hidrégenos o
electrones y produciendo radicales libres o iones radicales?17.118119, [.a reaccién redox
puede ir en cualquier direccién aunque generalmente el sensibilizador en estado
excitado es oxidante!18. El 35* actia como radical libre iniciador, fotoquimicamente
activado, el cual produce la especie radicalaria del sensibilizador. Esta especie puede
abstraer hidrégeno de otro compuesto para iniciar una reaccién en cadena o reaccionar

instantdneamente con oxigeno generando especies reactivas del oxigeno (EROs)120.
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Los compuestos que generalmente sufren reacciones Tipo I son ricos en electrones o

poseen hidrégenos faciles de abstraer.

Mecanismo Tipo II: el sensibilizador en su estado triplete excitado transfiere la energia
al oxigeno molecular en su estado fundamental (Oz (3Z¢’)) para generar oxigeno singlete
(O2 (1Ag))117118119, Esta especie reacciona con numerosas moléculas orgénicas,
particularmente moléculas con alta densidad electrénica, para dar peréxidos y otros
productos oxidados.

En algunos casos puede ocurrir transferencia de electrones desde el sensibilizador al
oxigeno para producir la especie oxidada del sensibilizador e i6n superéxido
(O2-)116121, bajo esta definicion también se trata de un mecanismo Tipo II, aunque
ocasionalmente puede ser descripta como un mecanismo Tipo I. En general los
compuestos que no son facilmente oxidados o reducidos como olefinas, dienos y
compuestos aromaticos, proceden a través del mecanismo Tipo II, aunque también se
ha observado este mecanismo para fenoles!22.12 y aminas124.

Como se puede observar en lo anteriormente explicado, el oxigeno puede reaccionar en
un sistema fotoquimico por un mecanismo Tipo I 6 Tipo II, aunque las constantes de
velocidad Tipo II (knO2= 1 a 3 x10° M-1s) para las reacciones de O; (3%;°) con la mayoria
de los tripletes de los fotosensibilizadores son considerablemente mayores que las
constantes de velocidad para los procesos Tipo I (kiO2 < 1 x107 M-1s1).

Los mecanismos Tipo I y II pueden ocurrir uno, otro o ambos simultdneamente,
dependera del tipo de sensibilizador, sustrato, las concentraciones relativas de los
mismos y de oxigeno y la naturaleza del medio. En general el mecanismo Tipo I es
altamente dependiente del tipo y concentracién del sensibilizador y del sustrato
mientras que el mecanismo Tipo II es mas dependiente de la solubilidad y la

concentracioén de oxigeno del sistema.

I-3.2. Métodos para discernir entre mecanismo Tipo 1y Tipo II
El método directo para revelar la presencia de O (1Ag) es a través de la deteccién de la

emisién fosforescente a 1270 nm de esta especie y constituye el método actualmente
escogido para el estudio de espectros, rendimientos y determinaciones cinéticas.

Cuando no se cuenta con la posibilidad de la observacién directa de la emisién de O,
(1Ag) v se necesita establecer el mecanismo de una dada reaccién de fotooxidacién,

existen métodos indirectos? aigunos de los cuales se mencionan a continuacién:

[ 22
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1. Investigar el efecto de desactivantes especificos, ya sea de Oz (1Ag) (1,4-diazabiciclo
[2,2,2] octano (DABCO), azida s6dica, compuestos carotenoides que posean mas de
nueve enlaces dobles conjugados) 6 de O>*- (enzima super6xido dismutasa), sobre la
velocidad de fotooxidacion.

2. Estudiar el efecto de DO comparado con el de HxO sobre la velocidad de
descomposicién del sustrato. Si la concentracién de sustrato es suficientemente baja
como para no afectar el decaimiento de O (1A;), la velocidad de fotooxigenacion del
sustrato sera mayor en DO que en H;O, debido a que el tiempo de vida del O (1A;) en
D20 es mayor que el tiempo de vida en H2O 125.126, Este método permite determinar si
hay O: (1Ag) presente, no obstante, no se descarta la posibilidad de que el i6n O;°- esté
en el medio, debido a que tal especie también tiene un tiempo de vida mayor en D>O.

3. Investigar la competencia entre el sustrato y el oxigeno por el triplete del
sensibilizador. Si el sustrato reacciona con el estado triplete del sensibilizador, la
presencia de oxigeno singlete predomina y el sustrato interacciona esencialmente con
dicha especie, independizandose de la concentracién de oxigeno. Tal discriminacién se
puede llevar a cabo trabajando en idénticas condiciones (sensibilizador, luz,
concentracién de sustrato) en solucién aireada y en solucién saturada en nitrégeno o
argén y comparando las velocidades de reaccién en ambos casos.

4. La técnica de Resonancia Paramagnética Electrénica (EPR) también puede resultar
un método alternativo ya que se aplica a cualquier sistema molecular que involucre
electrones no apareados, por lo que es altamente sensible para detectar radicales libres.
La reaccién entre O(1A;) y el atrapador especifico de electrones 2,2,6,6-tetramentil-4-
piperidona (TEMP) conduce a la formacién de un radical libre 2,2,6,6-tetrametil-4-
piperidoma-N-oxil (TEMPO) cuyo espectro de EPR es caracteristicol?. Si bien otras
especies reactivas de oxigeno pueden reaccionar con TEMP, no se produce TEMPO,
con lo cual este método es altamente especifico para Ox(1A;)128.

El uso de distintos atrapadores de electrones pude ser utilizado para diferenciar

especies reactivas de oxigeno por EPR.

I-3.3. Caracteristicas de los sensibilizadores
Los sensibilizadores mas comiinmente usados en las reacciones fotosensibilizadas son
colorantes tales como rosa de bengala, azul de metileno, rodaminas, pigmentos como

flavinas y clorofilas, hidrocarburos arométicos y coenzimas entre otros. También se
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utilizan, aunque en menor medida, compuestos de coordinacién basados en complejos
de rutenio y derivados metélicos de porfirinas y ftalocianinas.

La eleccién del fotosensibilizador depende de las caracteristicas del sustrato en estudio
y del medio de reaccién. Los requisitos para el sensibilizador ideal se enumeran a

continuaciénsé4129;

Estabilidad fotoquimica: es deseable que el sensibilizador sea fotoestable a lo largo de
la reacci6n fotosensibilizada, aunque alguna pérdida generalmente es inevitable, sobre
todo si se llevan a cabo irradiaciones prolongadas. Para cada caso es necesario elegir un
sensibilizador que sea estable en las condiciones del disefio del experimento o, para un
dado sensibilizador procurar un disefio que evite su descomposicién.

Por otro lado si se desea investigar la cinética de fotooxidacién de un dado sustrato via
Oz (14g), se necesitara un sensibilizador que en su estado fundamental y excitado no

reaccione ni con el solvente ni con el sustrato fotooxidable.

Solubilidad: el sensibilizador debe ser soluble en el medio de reaccién. En el caso de
solventes organicos no resulta dificil conseguir sensibilizadores adecuados, pero en

medio acuoso la situacién se complica.

Caracteristicas de absorcion: Generalmente se pretende que el sensibilizador absorba
en la regién visible del espectro electromagnético, los mas efectivos son aquellos que
absorben en el intervalo de 380 a 900 nm. Idealmente la banda de absorcién del
sensibilizador en la regi6én visible no se debe superponer con las del sustrato
fotooxidable, es decir, la banda de absorcién del sensibilizador se debe encontrar al
rojo respecto a la del sustrato. Ademas debe presentar altos coeficientes de extincién
molar de modo que se logren altas absorbancias a bajas concentraciones para evitar
formacion de dimeros y de complejos en el estado fundamental con el sustrato.

En el caso en el que el espectro de emisién de la fuente de irradiacién se solape
parcialmente con el espectro de absorcion del sensibilizador y/o del sustrato
fotooxidable, sera necesario utilizar una fuente de luz lo mas monocromaética posible y
ajustar concentraciones de tal modo que la absorci6n del sensibilizador exceda a la del

sustrato en el intervalo de emisién de la fuente de luz.
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Cruce entre sistemas desde el estado singlete excitado: para que la generacion de

Oz (1Ag) se produzca por transferencia de energia desde el estado triplete excitado de un
sensibilizador, es necesario que este altimo posea un rendimiento cuéantico de cruce
entre sistemas cercano a la unidad de esta manera, el estado triplete excitado es

poblado eficientemente.

Velocidad de transferencia de energia: como las constantes de velocidad de

transferencia de energia dependen de la diferencia de energia entre el estado triplete
excitado del sensibilizador y el oxigeno singlete, el sensibilizador debe tener una
energia de estado triplete mayor que la de Oy(1Ag) (22,5 Kcal/mol). Por otra parte, el
tiempo de vida del estado triplete excitado del sensibilizador debe ser lo
suficientemente largo como para permitir que la interacciéon entre dicha especie y el
oxigeno fundamental ocurra eficientemente. El estado singlete excitado de la mayoria
de las moléculas organicas es relativamente de corta vida mientras que el estado
triplete tiene una vida mas larga por lo que este ultimo estado es el involucrado en la

accion de sensibilizador11?.

I-3.4. Cinética de las fotooxidaciones sensibilizadas

El mecanismo propuesto en la Figura 1.6 resume los principales procesos fotoquimicos
que pueden ocurrir cuando una solucién que contiene un fotosensibilizador (S) y un
sustrato fotooxidable (A) es irradiada con luz visible en presencia de oxigeno disuelto.
Inicialmente se genera el estado singlete excitado del sensibilizador, 1S* (reaccion 1) el
cual puede decaer al estado fundamental S (reaccidn 2), ser inactivado por A (reaccion 3),
o producir un estado triplete excitado 3S* (reaccion 4).

El 3S* puede decaer al estado fundamental S (reaccién 5), puede generar productos
(reaccién 6) o puede ser inactivado por O:(3Z;) generando O:*- por transferencia de
electrén (reaccion 7) u Oz(1A;) por transferencia de energia (reaccion 8). El 35* también
puede aceptar un electrén de A formando la especie semireducida del sensibilizador,
S*-, y el catién radical del sustrato, A** (reaccién 9).

Por otro lado, O2(1Ag) puede ser inactivado fisicamente por el solvente (reaccion 10), por
el sustrato (reaccion 11) o bien puede reaccionar con A (reaccién 12) o con S (reaccién 13).

La reaccién 12 es la via de desaparicién de A mas comun en procesos mediados por

Ox(14).
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Figura 1.6. Mecanismo propuesto para fotooxidaciones sensibilizadas.(k: constantes de
velocidad de: lka: desactivaciébn natural de 1S*; 1k;: desactivaciébn de 1S* por A; kisc:
entrecruzamiento de sistemas; 3ka: desactivacién natural de 35*; 3k,: formacién de productos,
8kqo2: desactivacion de 3S* por O2 (3Z;); ker: transferencia de energia; 3kja: desactivacion de 35*
por A; ka: desactivacién natural de O:(1Ap); kg desactivacién fisica de O»(1A;) por A; ki
desactivacién quimica de O2('Ag) por A; ks desactivacién quimica de Oz(1Ag) por S).

En paralelo, S*- puede generar O.*- por transferencia de electr6n al oxigeno (reaccion 14)
y el Oz*- generado puede reaccionar quimicamente con S (reaccién 15) o con A (reaccién
16).

En presencia de un sustrato donor de hidrégenos puede generarse el radical neutro de
S, SH* (reaccién 17). El decaimiento bimolecular de SH* ocurre por desproporcionacién
y conduce a la formacién de S y la especie totalmente reducida, SHa (1 reaccién 18). Esta
altima, en presencia de O: (3Z5) puede ser reoxidada, previa formacién de un complejo
(reaccién 19), dando S y HxO» (reaccion 20) el cual puede reaccionar con Oz*-y producir
OH"* (reacciéon 21). A su vez, H;O» y OH* pueden interaccionar con A para dar
productos, P (reacciones 22 y 23 respectivamente).

En este trabajo de Tesis se escogieron tres sensibilizadores para los estudios de

fotooxidacién, los colorantes sintéticos Rosa de Bengala (RB) y Perinaftenona o
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Fenalenona (PN) los cuales resultan generadores de la especie O(1Ag)13%0.131; y el
pigmento natural Riboflavina (Rf) el cual es capaz de fotosensibilizar procesos de
oxidacién de una gran variedad de sustratos via radicales libres (Mecanismo Tipo I) o
mediados por Oz(1Ag)) (Mecanismo tipo II)132.

Los resultados que se mostraran en la presente Tesis seran discutidos en base al

esquema cinético presentado en la Figura 1.6.

I- 4. ANTIBIOTICOS

Se define a un antibiético como aquella sustancia quimica producida por un ser vivo o
derivado sintético de ella, que mata o impide el crecimiento de microorganismos
sensibles. Idealmente los antibi6ticos presentan toxicidad selectiva, es decir que
resultan nocivos para el microorganismo e inocuos para el huésped. Lo frecuente es
que el término sea relativo, una droga que en una concentracién tolerable para el
huésped, sea capaz de dafiar al microorganismo.

El término antibi6tico fue utilizado por primera vez en 1942 por Selman Waksman
para describir aquellas formulaciones antagonistas al crecimiento de microorganismos
derivadas de otros organismos vivos. En la actualidad la definici6én incluye también a
los antimicrobianos sintéticos o quimioterapéuticos antimicrobianos como las
quinolonas, sulfamidas y otros derivados de productos naturales como asi también
aquellos con propiedades antibi6ticas descubiertas empiricamente133,

De acuerdo a su mecanismo de accién principal los antibi6ticos se dividen en cuatro
grandes grupos!34: (I) aquellos que actian sobre la pared celular bloqueando la sintesis,
exportacién, organizacién o formacién de la misma, sin interferir con los componentes
intracelulares; (II) los que pueden lesionar directa o indirectamente la integridad de la
membrana celular, (IIT) los que tiene accion sobre la sintesis del ADN y ARN, y (IV) los
que poseen accion sobre los ribosomas y por lo tanto la sintesis proteica,
aproximadamente la mitad de los antibi6ticos poseen este ultimo mecanismo

accioniss 136,

1-4.1. Antibiéticos B lactimicos

La presencia de un anillo B lactamico en la estructura quimica define a esta familia de

antibiéticos, la cual incluye grupos tales como penicilinas, cefalosporinas,
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carbapenemas, monobactamas e inhibidores de p lactamasas. Su uso se inici6 con la
administracién de penicilina hace 70 afios y actualmente constituyen el grupo de
antimicrobianos mas prescriptos tanto en la atencién primaria como en los
hospitales!¥. Ciertos antibi6ticos representativos de esta familia fueron seleccionados

para este trabajo de Tesis.

I-4.1.1. Mecanismo de accién de antibiéticos B lactdmicos

Los antibi6ticos B-lactamicos poseen accién bactericida dado que producen la muerte
de microorganismos sensibles en fase logaritmica de crecimiento13.

Este tipo de antibi6ticos inhibe el dltimo estadio en la sintesis de la pared celular
bacteriana, fase en la cual ocurre transpeptidacién y unién del peptidoglicano naciente
a la matriz de la pared celular preexistente por ligaduras cruzadas!3813. Las enzimas
que catalizan esta etapa, llamadas transpeptidasas, son capaces de wunirse
covalentemente a penicilinas y otros antibi6ticos con anillo f-lactAmico. Dichas
enzimas, también denominadas proteinas que unen penicilina (PBPs, penicillin binding
proteins), al unirse fuertemente a la molécula de antibi6tico se inactivan de forma
irreversible, por lo que ya no pueden catalizar la reaccién de transpeptidacién, en
consecuencia la pared celular en crecimiento se sigue formando pero sin
entrecruzamientos por lo que se debilita progresivamente.

Las diferencias de presién osmética entre el interior de la célula y el exterior produce la
lisis bacteriana al carecer de la estructura que la protege de los cambios osméticos del
medio externo.

Ademas el complejo antibi6tico-PBPs estimula la liberacién de autolisinas bacterianas
end6genas, enzimas que digieren la pared celular preexistentel3.140, A estos efectos se
suma el hecho de que la débil pared celular permite el ingreso de otros agentes

antimicrobianos que inicialmente no pueden atravesarla.

Antes de que los antibi6ticos B-lactamicos puedan inhibir el crecimiento microbiano
por el mecanismo descripto, deben ser capaces de alcanzar el o los sitios “blancos”
susceptibles en la membrana!®. En las bacterias Gram positivas, la pared celular no
constituye una barrera importante para el ingreso de estas drogas por lo que la
mayoria resultan sensibles a este tipo de antimicrobianos. Sin embargo, las bacterias
Gram negativas, aunque poseen una pared de peptidoglicano mucho mas delgada que

Gram positivas, tienen una membrana externa compleja de lipopolisacaridos que
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retarda la entrada de los antibi6ticos p-lactamicos, en consecuencia la mayor parte de
los microorganismos Gram negativos son resistentes a estas drogas, aunque las
modificaciones quimicas sobre la estructura basica de la molécula de antibi6tico se han
destinado principalmente a aumentar la accién sobre este grupo de bacterias.

Cabe aclarar que esta clase de antibi6ticos no resultan activos frente a micoplasma,

dado que carecen de pared celular, y tampoco frente a bacterias intracelulares??’.

I-4.1.2. Resistencia antimicrobiana a antibi6ticos 3 lactdmicos

Las bacterias pueden desarrollar resistencia a los p lactdmicos, asi como también a
otras clases de antibi6ticos, por varios mecanismos que en ocasiones pueden

presentarse de forma asociada41:

1. Alteraciones en la permeabilidad: La presencia de membrana externa en los bacilos
Gram negativos dificulta el ingreso de sustancias hidrofilicas, como los B lactamicos,
que necesitan utilizar los poros proteicos (porinas) para tal fin. La resistencia es
secundaria, es decir, se genera por alteraciones en dichas porinas.

2. Modificacién de los sitios “blanco”: Esta clase de antibi6ticos debe unirse a las PBPs
para ejercer su efecto bactericida. Cambios a nivel de las mismas, por ejemplo como
consecuencia de mutaciones espontineas en los genes que las codifican, implican una
pérdida de afinidad de lo p lactamicos por ellas, con la consiguiente disminucién de su
actividad. Este mecanismo afecta fundamentalmente a cocos Gram positivos142.143,

3. Expresién de bombas de eliminacién activa: Los mecanismos de expulsién consisten
en bombas de flujo, dependientes de energia, que bombean el antimicrobiano al
exterior. Este mecanismo se ha demostrado en ciertos bacilos Gram negativos,
especialmente en P. geruginosa.

4. Produccién de enzimas: Actualmente constituye el principal mecanismo de
resistencia a los B lactAmicos, sobre todo en las bacterias Gram negativas. Las 8
lactamasas son enzimas cataliticas de naturaleza proteica que actdan por modificacién
del anillo B-lactamico de penicilinas y cefalosporinas dando lugar a la formacién de
compuestos inactivos. Especificamente producen la ruptura del enlace amidico del
anillo P lactAmico, previa unién al grupo carboxilo, con lo que éste pierde la capacidad
de unirse a las PBPs. El grado de resistencia que determinan se correlaciona con su

concentracion, afinidad por los diferentes p lactAmicos y propiedades hidroliticas.
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I-4.1.3. Resistencia a 3 lactAmicos por enzimas {3 lactamasas

Como ya se mencioné anteriormente la produccién de P lactamasas es el principal
mecanismo de resistencia a antibiéticos como las penicilinas y cefalosporinas, presente
en una amplia variedad de bacterias.

Las P lactamasas pertenecen a una familia muy diversa de enzimas capaces de
hidrolizar antibi6ticos que poseen anillo p lactamico en su estructura quimica. En base
a la especificidad del sustrato, parametros cinéticos y secuencia de nucleétidos en sus
genes, pueden dividirse en cuatro clases de la A ala D, de acuerdo a la distribucién en
las diferentes especies de bacterias, la produccién en cada especie y la prevalencia de la
especie como patogeno en infecciones clinicas, las 3 lactamasas de clase A son las més
importantes44,

Las enzimas -lactamasas se encuentran tanto en microorganismos Gram positivos
como Gram negativos y son responsables de muchas cepas altamente resistentes!3s,

La produccién de p-lactamasas en Gram positivos estd mediada por genes
cromosémicos y plasmidicos y estos genes generalmente son inducidos por el mismo
antibiético. En este grupo de microorganismos las p-lactamasas son enzimas
extracelulares, con alta afinidad por sus sustratos y se elaboran en grandes cantidades.
S. aureus constituye un ejemplo de bacteria productora de esta enzima, dicha
produccién esta mediada sobre todo por un gen plasmidico que puede transferirse con
facilidad y rapidez a otras especies y géneros de bacterias susceptibles!5. Algunas
cepas de esta especie poseen ademads una resistencia intrinseca debida a la presencia de
una PBP adicional (PBP2a) y tolerancia a p-lactimicos por falla de autolisinas?3.

Las P-lactamasas de Gram negativos son constitutivas, mediadas por plasmidos o
cromosomas, se producen en pocas cantidades y tiene baja afinidad por sus sustratos.
En contraste con las de Gram positivos, estas p-lactamasas se localizan en el espacio
periplasmico, por lo que restringen el acceso del antibi6tico a los sitios blanco de la
membrana solo después de que este ha penetrado la pared celular.

Una estrategia bastante eficaz para combatir la resistencia mediada por p-lactamasas es
la co-administracién del antibiético B lactamico junto a un inhibidor de dicha
enzima146,147,148,

El 4cido clavulédnico constituye un claro ejemplo de accién inhibitoria a p-lactamasas,
su estructura quimica es similar al dcido penicilanico de penicilinas, de manera que
posee alta afinidad por estas enzimas uniéndolas irreversiblemente!®. En otras

palabras, el 4cido clavulanico resulta un inhibidor no competitivo de § lactamasas sin
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actividad antimicrobiana propial®. La combinacién de amoxicilina / &cido clavulanico
ha estado en uso durante mas de 20 afios y contintia siendo ampliamente utilizada,
debido a su elevada accién terapéutica. Otro claro ejemplo es el sulbactam que también
es un inhibidor de P lactamasas, su mecanismo de acci6én es idéntico al mencionado

para el 4cido clavulanico y suele co-administrarse junto a ampicilina.

I-4.1.4. Control genético de la resistencia
Tanto las bacterias Gram negativas como las Gram positivas son capaces de adquirir

y/ o transferir la resistencia a uno o méas antibi6ticos a través de eventos que ocurren a
nivel genético, tales como mutacion y seleccion, en los cuales el medicamento acttia como
un selector suprimiendo bacterias sensibles y permitiendo el desarrollo de mutantes
resistentes a las drogas, e intercambio de material genético que codifique para dicha
propiedad. El dltimo evento mencionado puede ocurrir por uno o varios mecanismos

como los que se mencionan a continuacién!3:

1. Transduccién: ocurre a través de virus que infectan bacterias (bacteriéfagos), los
cuales pueden transferir material genético de una célula bacteriana a otra. Constituye
un mecanismo comin en bacterias Gram positivas. El ADN plasmidico es encerrado en
un virus bacteriano y transferido por ese virus a otra bacteria de la misma especie; por
ejemplo el plasmido que porta el gen para la producciéon de P lactamasas puede
transferirse de un estafilococo resistente a la penicilina a uno sensible, si es transmitido
por un bacteriéfago adecuado.

2. Transformacién: el ADN desnudo pasa de una célula de una especie a otra alterando,
por lo tanto, su genotipo. Esto puede ocurrir a través de manipulaciéon genética en el
laboratorio.

3. Conjugaciéon: cuando se produce una transferencia unilateral de material entre
bacterias, no sélo del mismo género, estamos en presencia de una conjugacién. Esta
transferencia es mediada por un factor de fertilidad (F) que no es méas que el producto
de la extension de los pelos sexuales de una célula donora a una receptora. El plasmido
que porta el gen de resistencia a un dado farmaco es transferido a través de estos
tabulos de proteina de una bacteria resistente a una sensible. Este método resulta el

mas comun entre diferentes géneros de bacterias Gram negativas.
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4. Transposicién: entre un plasmido y otro puede ocurrir la transferencia de secuencias
cortas de ADN; llamados transposones. Puede suceder, ademas, entre un plasmido y

una porcién del cromosoma bacteriano dentro de alguna bacteria.

Cuando la resistencia a un dado antibi6tico ocurre por un evento de mutacién
cromosémica o de seleccién, la transmisién de dicha caracteristica se denomina
“vertical”, dado que se transfiere de una generacién de bacterias a la siguiente. Por otro
lado, si la transmisi6én de la resistencia se da por intercambio de material genético por
algunos de los mecanismos mencionados anteriormente, se denomina “horizontal”
dado que puede ocurrir entre bacterias de la misma especie y/o de especies y géneros

diferentes15,

El mal uso y el abuso de los antibi6ticos, ya sea en el hogar, hospitales, comunidades,
con los animales, en la agricultura, etc, pueden adicionar a las fuerzas del ambiente, a
seleccionar y mantener cepas de bacterias resistentes. Los antibi6ticos, considerados
aan como los mejores agentes para el tratamiento de las infecciones, son los tnicos y
mas importantes agentes que seleccionan, y son causa de la propagacién de las
bacterias resistentes. Las dos caras del efecto de estas valiosas drogas hace que sea

crucial su uso cuidadoso.

1-4.2. Caracteristicas Generales de Penicilinas y Cefalosporinas
I-4.2.1. Penicilinas

Constituyen el grupo de antibiéticos mayormente empleados. Son producidos por
especies de hongos del género Penicillum especialmente Penicillum chrisogenumthum. La
estructura basica de la molécula contiene un nicleo llamado acido penicilanico el cual
consiste en un anillo pentagonal de tiazolidina unido a un anillo p-lactamico tetragonal
para dar lugar al doble anillo caracteristico. Al nacleo se le adosa una cadena lateral
mediante un enlace peptidico en la posicién 6 del anillo B lactdmico y que varia de una
penicilina a otra definiendo sus propiedades antibacterianas y farmacol6gicas?52.

Las penicilinas se pueden clasificar de acuerdo a sus propiedades en penicilinas
naturales (tales como penicilina G y V) y semisintéticas. Las penicilinas semisintéticas
son aquellas obtenidas a partir del a4cido 6 amino penicilanico unido quimicamente a
una cadena lateral que le confiere ciertas ventajas como por ejemplo ampliar su

espectro de accién o proteger el nicleo penicildnico de la accién de f lactamasas.
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I-4.2.2. Cefalosporinas
Las cefalosporinas son farmacos estructuralmente similares a las penicilinas,

producidos por hongos del género Cephalosporium especialmente de la especie
salmosynnematum y acremonium. El nucleo de las cefalosporinas es el &cido
cefalosporamico semejante al 4cido penicilanico con la diferencia de que en este caso el
anillo B-lactAmico se encuentra fusionado a un anillo hexagonal de dihidrotiazina a
diferencia del anillo pentagonal de tiazolidina de las penicilinasts2. Al igual que las
penicilinas, las cefalosporinas también se distinguen por sus cadenas laterales y
pueden clasificarse en naturales y semisintéticas.

En la medicina, las cefalosporinas naturales (como las cefalosporinas N, P y C) no son
utilizadas por no tener una accién antibacteriana potente. Las cefalosporinas de uso
corriente son semisintéticas obtenidas a partir del 4cido 7 amino cefalosporamico, las
cuales resultan activas contra la mayoria de los microorganismos susceptibles a
penicilinas, constituyendo una alternativa ttil en pacientes alérgicos a esta drogal¥.

En funcién del momento de su descubrimiento y su actividad antimicrobiana se las ha
clasificado en cuatro generaciones. A medida que aumenta el namero de generacién de

cefalosporinas, aumenta su espectro de accién y su resistencia a - lactamasas153.154,

I-4.3. Caracteristicas de los Antibiéticos seleccionados

Amoxicilina: es una penicilina semisintética que pertenece al grupo de las penicilinas de
amplio espectro'52, El grupo fenol y amino en la cadena lateral permiten un aumento de
actividad sobre bacterias Gram negativas, especificamente el grupo amino favorece la
penetracion del antibiético a través de la membrana externa de lipopolisacaridos que
poseen este grupo de microorganismos, ademas esta modificacién permite que sea
estable en presencia de los 4acidos gastricos y por lo tanto apropiadas para ser
administradas por via oral en los tratamientos, favoreciendo su absorcién. A pesar de
su amplio espectro y su buena absorcién por via oral, resulta sensible a las (-
lactamasas por lo que no es una droga de eleccién para eliminar microorganismos
productores de dicha enzima. En cuanto a su eliminacién del organismo, el 75%
aproximadamente de la dosis de Amoxicilina administrada se excreta por la orina sin

sufrir cambios.
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Cefalexina: es una cefalosporina de primera generacién!ss que posee accién sobre la
mayoria de los cocos Gram positivos y contra ciertos cocos y bacilos Gram negativos de
importancia clinica. Resulta sensible a p lactamasas al igual que Amoxicilina y puede
ser administrada por via oral, debido a que se ha separado el radical acetoxilo de la
estructura quimica original y posee en su cadena lateral un anillo aromatico lo cual le
confiere mayor estabilidad. Mas del 90% del faormaco se excreta inalterado en orina.

Ceftriaxona: pertenece al grupo de las cefalosporinas de tercera generacién!s® derivado
del 4cido cefalosporamico, con un residuo metoximinico que le confiere resistencia a
los organismos productores de p-lactamasas15.157, Presenta un espectro de accién muy
amplio, tanto para microorganismos Gram positivos y Gram negativos aerobios,
ademéas presenta una buena actividad frente a microorganismos anaerobios.
Aproximadamente el 35-65% de Ceftriaxona se elimina por orina, el resto se elimina
por la via fecal. Una pequefia cantidad es metabolizada en los intestinos ocasionando

un metabolito inactivo antes de ser eliminada.

Ampicilina: es un P lactdmico de amplio espectro, derivado semisintético de la
penicilina y usado ampliamente en medicina. Aunque es mas activa que las penicilinas,
resulta un antibi6tico sensible a la accién de f lactamasas producidas por gran niumero
de bacterias y por esta razén solo debe ser co-administrada con un inhibidor de dicha
enzima como lo es el Sulbactam.

En cuanto a su eliminacién del organismo, aproximadamente el 10% de la dosis de
ampicilina es metabolizada a productos inactivos que son eliminados sobre todo en la
orina, conjuntamente con el antibi6tico sin metabolizariss.

Ampicilina esta relacionada estructuralmente con Amoxicilina, ambos antibiéticos son
aminopenicilinas, la tnica diferencia quimica entre ellos es la presencia del grupo fenol

en este tltimo.

Cefadroxil: Es un para-hidroxi derivado de la Cefalexina que se encuentra dentro de
las cefalosporinas de primera generacién y es activo frente a una gran variedad de
Gram positivos y Gram negativos!5315,

Mas del 90% de esta droga es excretada del organismo por orina sin sufrir

modificaciones.
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Cefotaxima: pertenece al grupo de las cefalosporinas de tercera generacién!%. Al igual
que Ceftriaxona, la presencia del grupo metoximinico en la estructura quimica de este
compuesto le confiere estabilidad frente a § lactamasas lo cual amplia su espectro de
accién sobre un gran numero de bacterias Gram positivas y Gram negativas. En la
mayoria de los casos es considerada equivalente a Ceftriaxona en términos de

susceptibilidad y eficacia, ademas de sus similitudes quimicas.

1-4.4. Espectro de accién de los antibi6ticos seleccionados

Amoxicilina resulta activa frente a microorganismos p- lactamasas negativos como H.
influenzae, H. pylori, E. coli, P. mirabilis, Salmonella sp, Shigella sp, S. aureus, entre otros.
Este antibi6tico cuando es co-administrado con 4cido clavuldnico aumenta su espectro
de actividad sobre los microorganismos productores de P-lactamasas ya, que esta
sustancia resulta un potente protector del anillo -lactAmico160.

Cefalexina tiene actividad sobre microorganismos como S. pyogenes, S. pneumonaie, N.
gonorrhoeae, N. menigitidis, no productores de p- lactamasas y ciertas enterobacterias,
constituyendo una alternativa muy importante en el tratamiento de infecciones
producidas por S. aureus.

Ceftriaxona resulta excelente contra microorganismos como S. pneumoniae, S.
betahaemolyticus, E. coli, P. mirabilis, K. pneumoniae, Enterobacter, Serratia sp, Pseudomonas
sp, H. influenzae, S. aureus, S. pyogenes, H. parainfluenzae, S. viridans, N. gonorrhoeae, N.
meningitidis y Clostridium sp., por mencionar algunos1é!.

El espectro de accibn Ampicilina abarca microorganismo sensibles como L.
monocytogeneses, N. meningitidis, H. influenzae no productoras de p-lactamasa, G.
vaginalis, B. pertussis, y algunos bacilos entéricos como E. coli, P. mirabilis, Salmonella, y
Shigella 152162.

Entre los microorganismos sensibles a Cefadroxil se encuentran Estreptococos -
hemoliticos, Estafilococos coagulasa-positivos, coagulasa-negativos y cepas
productoras de P lactamasas, S. pneumoniae, E. coli, P. mirabilis, especies de Klebsiella, H.
influenzae, Salmonella y Shigellal521%8162,

Cefotaxima es activo frente a cepas de los géneros Staphylococcus, Streptococcus,
Neisseria, Clostridium, Haemophylus, B. pertussi, Moraxella, Pasteurella, Leptospira, entre
otrostéz,

En funcién de su espectro de accion estos antibi6ticos se utilizan para tratar infecciones

humanas de la piel y partes blandas, infecciones urinarias y del aparato genital, sepsis,
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endocarditis bacteriana, neumonias y gastroenteritis entre otras, producidas por los

microorganismos anteriormente mencionados.

I-5. EL MICROORGANISMO

En este trabajo de Tesis se seleccionaron para los ensayos microbiolégicos cepas de

Staphylococcus aureus, cuyas caracteristicas serdn mencionadas a continuacion.

I-5.1. Caracteristicas generales
S. aureus se incluye dentro de la familia Micrococcaceae y del género Staphylococcus.

Son células esféricas Gram positivas, con un didmetro que varia de 0,5 a 1,5 pm. Se
disponen de a pares, tétradas o en racimos irregulares. Son inméviles, no esporulados,
usualmente catalasa positivos. Son anaerobios facultativos, producen acidos a partir de
glucosa, tanto en aerobiosis como en anaerobiosis. Estos microorganismos son
relativamente resistentes a la desecacién y por ello facilmente dispersables por las
particulas de polvo a través del aire y las superficies'®, al calor (soportan 50°C durante
30 min) y al cloruro de sodio al 9 %.
Su temperatura 6ptima de crecimiento es de 30-37 °C. En medios sé6lidos las colonias
tipicas se presentan como circulares, lisas, mantecosas, redondas, ligeramente convexas
'y con un didmetro de 1 a 4 mm. Algunas cepas son productoras de pigmentos de color
anaranjado a amarillo pélidoé3,
S. aureus esta asociado con la produccién de maltiples enfermedadesi®. Esta especie,
que se encuentra dentro del grupo de los Staphylococcus coagulasa positivos1®4, es
ademas uno de los pat6genos hospitalarios méas importantes y extendidos. Ciertas
cepas con una virulencia desacostumbrada se han asociado ampliamente a infecciones
hospitalarias y desarrollan con rapidez resistencia a muchos agentes antimicrobianos,

haciendo su tratamiento muy dificill40,

I-5.2. Estructura de la pared

La pared de S. aureus posee tres componentes esenciales. El péptidoglicano comprende
entre el 40 y 60% del peso de la misma y es caracteristico de la especie ya que todos los
residuos de acido N acetil muramico presentan cadenas tetrapeptidicas con enlaces

cruzados formados por puentes de pentaglicina, lo que favorece su supervivencia en
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los tejidos del huésped. S. aureus, también contiene aproximadamente un 40% de dcidos
teicoicos y lipoteicoicos caracteristicos de ribitol fosfato y un componente proteico unido
por enlace covalente al péptidoglicano y uniformemente distribuido en la pared
llamado proteina A que se une de manera inespecifica (por el fragmento Fc) a las
inmunoglobulinas G (G1, G2 y G4) del huésped bloqueando el proceso de fagocitosis.

Un esquema de la estructura de la pared se muestra en la Figura L.7.
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Figura I.7. Representacién esquematica de la pared celular de bacterias Gram positivas.

El peptidoglicano, los 4cidos teicoicos y la proteina A comprenden la estructura
antigénica de este microorganismo. También resultan antigenos: el factor de
agregaciéon (un componente de pared de S. aureus que agrega células enteras de
estafilococos en presencia de plasma) y el polisacarido capsular (estructura ligeramente

laxa que recubre ciertas cepas y es capaz de interactuar con el huésped)138139,

I-5.3. Productos extracelulares: Toxinas y Enzimas
S. aureus también se caracteriza por producir gran variedad de sustancias que libera al

medio. Estos productos extracelulares pueden o no ser téxicos. Dentro de las sustancias
téxicas encontramos las hemolisinas, leucocidinas, enterotoxinas, la toxina exfoliativa
responsable del Sindrome de la Piel Escaldada y la toxina del Sindrome del
ChoqueTo6xico (TSST-1)138,

Dentro de las sustancias no téxicas, S. aureus libera al medio enzimas como catalasas,
coagulasas, hialuronidasas, -lactamasas, lipasas, nucleasas, estafiloquinasas, fosfatasa
alcalina, pirrolidonil arilamidasa, ornitina descarboxilasa, termonucleasa y p-

galactosidasa. A continuacién se describen brevemente algunas de ellas?®.
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Catalasa: es una enzima que descompone el H,O; en oxigeno y agua. Quimicamente es
una hemoproteina de estructura similar a la hemoglobina.

La prueba de la catalasa permite diferenciar microorganismos del género estafilococo
que son catalasa positivos, del genero estreptococo que son catalasa negativos.
Coagulasa: es una enzima proteolitica de composicién quimica desconocida con
actividad semejante a la protrombina, la cual coagula el plasma por mecanismos
diferentes de los fisiol6gicos humanos.

Hialuronidasa: también llamada factor de extensién, facilita la diseminacién de la
infeccién al hidrolizar el a4cido hialurénico de los tejidos.

Hemolisinas: existen cuatro tipos de hemolisinas alfa (a), beta (B), gamma (y), y delta
(8). La hemolisina a puede producir lisis de los eritrocitos y lesionar las plaquetas
mientras que la  degrada la esfingomielina y es téxica para muchas clases de células
incluso para los eritrocitos humanos.

Leucocidina: es una enzima capaz de lisar leucocitos polimorfonucleares y macréfagos.
Su actividad litica se atribuye a una alteracién de la bomba sodio-potasio seguida de
una serie de elementos secundarios, incluyendo un aumento de la permeabilidad a
cationes, secrecion de proteinas y acumulacién de calcio.

Toxina exfoliativa: también conocida como toxina epidermolitica, produce la
descamacion generalizada del sindrome estafilocéccico de piel escaldada.

Toxina del choque téxico: en el ser humano, la presencia de esta toxina se asocia con
fiebre elevada, shock, voémitos, diarreas, trombocitopenia, insuficiencia renal y
hepatica, afecciones de aparatos y sistemas mdiltiples, incluyendo un exantema
descamativo en la palma de las manos y planta de los pies. Un 80 % de casos del
sindrome de choque téxico se asocia con la menstruacién y uso de tampones y un 20 %
de los casos ocurre junto a infecciones posquirargicas y otros tipos de infecciones
locales (cutdneas, 6seas, pulmonares).

Enterotoxinas. Existen al menos seis toxinas solubles designadas con letras de la A ala
F, producidas por casi el 50 % de las cepas de S. aureus. Las enterotoxinas son
termoestables (soportan ebullicién durante 30 min) y resisten la accién de las enzimas
intestinales. Son causa importante de envenenamiento alimentario, sobre todo cuando

se degradan proteinas o carbohidratos.
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I-5.4. Procesos infecciosos

Del 40 al 50 % de los seres humanos son portadores nasales de S. aureus, también se
encuentran con regularidad en las ropas personales, las ropas de camas y otros objetos
de los ambientes humanos. La capacidad patégena de una cepa determinada de S.
aureus estd dada por mecanismos y factores patogénicos y producen una variedad de
sindromes con manifestaciones clinicas que varfian desde una simple pustula o
impétigo hasta septicemia o muerte.

S. aureus es capaz de producir cuadros infecciosos en humanos, tales como foranculos
y abscesos de todo tipo y en cualquier parte del cuerpo, foliculitis, impétigo,
hidrosadenitis, blefaritis, otitis, osteomielitis, endocarditis, entre otras. Puede llegar a
sangre y producir bacteriemias o septicemias. También afecta al aparato digestivo,
genitourinario y respiratorio (neumonias). Sus toxinas también producen cuadros
clinicos tales como el Sindrome del Choque Té6xico, el Sindrome de la Piel Escaldada y
las gastroenteritis estafiloc6ccicas producidas por las enterotoxinas?3.

Ademas, este patégeno es capaz de infectar lineas intravasculares, marcapasos y
vélvulas cardiacas artificiales.165

Una caracteristica distintiva de las infecciones crénicas producidas por S. aureus es la
capacidad de este microorganismo de crecer formando biopeliculas, una comunidad de
células inmersa en una matriz polimérica extracelular la cual se forma cuando las
bacterias se adhieren a una superficie s6lida'%. Estas comunidades constituyen un
nicho de proteccién que promueve el crecimiento y la supervivencia de las bacterias en
un ambiente hostil, ademas dificultan el tratamiento quimioterapico debido,
posiblemente, a la falta de permeabilidad de los antibi6ticos a la estructura de la
biopelicula¢’.

En animales S. aureus es uno de los principales agentes causales de mastitis bovina
(infeccién de la glandula mamaria en respuesta a un dafio local, que puede ser de
origen infeccioso, t6xico o traumatico)16 disminuyendo asi la calidad y cantidad de
leche producida, lo cual genera pérdidas econémicas considerables¢?. La formacién de
biopeliculas por parte de S. aureus es considerado un factor de virulencia asociado con

el desarrollo de mastitis en bovinos170.
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I-5.5. Diagnéstico
El hallazgo de racimos irregulares tipicos de cocos Gram positivos, en el examen

microscépico directo del material purulento, permite dar un diagnéstico presuntivo. El
diagnéstico definitivo se consigue aislando e identificando el microorganismo.
Béasicamente se realiza aislamiento del microorganismo en medios selectivos y
diferenciales, se continta con la observacién macroscépica de las colonias y
microscépica con coloracion de Gram. Si se observa morfologia y coloracién
caracteristica de S. aureus se realizan pruebas identificadoras como catalasa y coagulasa
(S. aureus es catalasa y coagulasa positivo). También es conveniente agregar otras
pruebas como por ejemplo termonucleasa y fermentacién de diferentes aztcares (S.
aureus es termonucleasa positivo y manitol positivo) o deteccion de antigenos mediante
test de latex.

El diagnoéstico de mastitis bovina se realiza a través de pruebas fisicas, quimicas,
biol6gicas y métodos electrénicos?”!.

I-5.6. Tratamiento

La quimioterapia antimicrobiana en medicina humana y veterinaria es la principal
herramienta terapéutica frente a los microorganismos patégenos causantes de
enfermedades infecciosas?”2,

Las pruebas de sensibilidad a los antibiéticos son muy importantes para la eleccién del
agente apropiado y para la evaluacién de su efectividad durante el transcurso de la
infeccién. A menos que el paciente sea alérgico, se recomienda bactericidas analogos de
la penicilina. La eleccién inicial debe limitarse a los resistentes a p-lactamasas dado que
la mayoria de las cepas aisladas de infecciones hospitalarias y adquiridas en la
comunidad, son productoras de dichas enzimas. Pero si la prueba de sensibilidad a
antibiéticos demuestra que el estafilococo aislado es sensible a la penicilina, esta debe
ser la droga de eleccién porque es més activa y menos costosal®.

En general, las infecciones por estafilococos son tratadas en humanos con penicilinas
como farmacos de primera eleccion, tales como la Amoxicilina sola o co-administrada
con 4cido clavulénico, y con cefalosporinas (entre ellas Cefalexina o Ceftriaxona) y
Vancomicina como farmacos alternativos. Los antimicrobianos mas utilizados en el
tratamiento de mastitis bovina son los p-lactamicos, tetraciclinas, macrélidos,

aminoglucésidos y sulfonamidas173.
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CAPITULOIL.
MATERIALES Y METODOS

I1-1. REACTIVOS Y SOLVENTES

II-1.1. Sensibilizadores
Perinaftenona (PN) 97%, Rosa de Bengala (RB) y Riboflavina (Rf) fueron adquiridos de
Aldrich Chemical Company.

I1-1.2. Sustratos de estudio

Antibi6ticos (Atb): Amoxicilina (Amx), Cefalexina hidratada (Cfx) Ceftriaxona sal
dis6édica heptahidratada (Cft), Ampicilina trihidratada (Amp), Cefadroxil (Cfd) y
Cefotaxima sal s6dica (Ctx) fueron provistos por Sigma-Aldrich Argentina S.A.

I1-1.3. Solventes

Para las experiencias de irradiacién fotosensibilizada se utiliz6 como solvente
soluciones reguladoras de pH en agua tridestilada o agua deuterada, DO (en
experiencias resueltas en el tiempo). El ajuste del pH o pD se realiz6 de la siguiente
maneral:

pH=7,4: 50 ml de KH>PO4 0,1 M y 39,1 ml de NaOH 0,1 M diluidos a 100 ml.

pH= 10: 50 ml de NaCOsH 0,05 M y 10,7 ml de NaOH 0,1 M diluidos a 100 ml.

KH;PO,4, NaCOsH, NaOH fueron provistos por Aldrich Chemical Company, y D-O
(99.9%) por Sigma-Aldrich.

Para las experiencias de HPLC/masa se utiliz6 Acetato de Amonio y Metanol
Sintorgan grado HPLC.

I1-1.4. Otros reactivos
Azida s6dica (NaN3), superéxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y D-manitol fueron
adquiridos de Sigma-Aldrich.
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I1-1.5. Medios de cultivo

Los medios de cultivo utilizados fueron adquiridos de Britania.

Agar Mueller Hinton (AMH) composicién por cada 1000 ml de agua: infusién de carne
300,00 g; peptona acida de casefna 17,50 g; almid6n 1,50 g y agar 15,00 g.

Caldo Nutritivo (CN) composicién por cada 1000 ml de agua: pluripeptona 5,00 g y
extracto de carne 3,00 g.

Agar-agar (A-A).

11-1.6. Cepas de S. aureus utilizadas

Las cepas de Staphylococcus empleadas en este trabajo de Tesis fueron:

o S. aureus ATCC 25923: cepa de referencia utilizada como control en ensayos de
susceptibilidad a antibiéticos.

B S. aureus DM1 y DM2: cepas aisladas de infecciones intrahospitalarias en
humanos. Estas cepas pertenecen a la coleccion bacteriana del Departamento de
Microbiologfa e Inmunologfa, de la Universidad Nacional de Rio Cuarto.

Las cepas bacterianas fueron mantenidas a -20 °C en glicerol al 30% v/v.

I1-2. DETERMINACIONES FISICOQUIMICAS Y FOTOQUIMICAS

11-2.1. Preparacién de soluciones

Se prepar6 el sensibilizador en la solucién reguladora de pH correspondiente. La
absorbancia se ajusté segln la experiencia realizada. En determinaciones cinéticas
estacionarias se emple6 una absorbancia de 0,5-0,6 a la longitud de onda donde el
coeficiente de extincién molar es médximo en la banda de la regi6én visible y en
determinaciones cinéticas dindAmicas fue de 0,2-0,3, a la longitud de onda de excitacién
del pulso del laser.

En las medidas de fotélisis estacionaria, la solucién de PN, RB 6 Rf se prepar6 en la
mezcla reguladora y luego, a partir de esta solucién del colorante se prepararon
soluciones independientes del sustrato con una concentracién del orden de 104 M (las
concentraciones fueron determinadas por pesada). Las experiencias se realizaron con
agitacién para asegurar la homogeneidad del medio iluminado y se mantuvieron

cubiertas de la luz hasta el momento de comenzar la experiencia.
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En las medidas cinéticas resueltas en el tiempo por la técnica de laser flash fot6lisis, los
sustratos se disolvieron en una solucién del colorante y la mezcla reguladora,
utilizando H>O como disolvente. Previo a las medidas, la solucién es desoxigenada por
burbujeo con gas Argén, durante 30 minutos.

Para medidas cinéticas por la técnica de deteccion de la fosforescencia de O: (1Ag)
resuelta en el tiempo, los sustratos se disolvieron en una solucién del colorante en D20,
con el fin de aumentar el tiempo de vida de Oz (1Ag) en dichas determinaciones?. Es
importante destacar que en D2O esta especie reactiva tiene un tiempo de vida de 60 us
aproximadamente mientras que en H>O se reduce a unos 4 us3. A pH 7,4 y 10 se utiliz6
una mezcla reguladora tal como se indic6 anteriormente. Cabe aclarar que el agregado
de sales para ajustar el pH de las soluciones disminuye el tiempo de vida de O (1A;), de
todas maneras esto no afecta los resultados ya que para determinar k: se realizan
medidas relativas, como se explicara mas adelante en este capitulo.

En las determinaciones cinéticas competitivas en presencia de los inhibidores NaNj3,
SOD, CAT y D-manitol los mismos fueron agregados a la mezcla de Atb y
sensibilizador, en experimentos independientes, en una concentracién de 1 mM para
NaNj3; y D-manitol y 1mg/100 mL para SOD y CAT.

Cabe aclarar que todas las determinaciones se realizaron a temperatura ambiente con

soluciones preparadas recientemente, por duplicado y en algunos casos por triplicado.

I1I-2.2. Equipos utilizados

1I-2.2.1. Determinaciones estacionarias

Las experiencias de fotooxidacién sensibilizada en condiciones estacionarias fueron
realizadas por irradiacién con luz visible de una solucién conteniendo el sensibilizador
y el sustrato fotooxidable en un fotolizador fabricado en nuestro laboratorio*5 (Figura
IL1).

El equipo cuenta con una ldmpara de cuarzo-halégeno de 150 W de potencia (OSRAM
XENOPHOT HPLX 64640) focalizada segtin la experiencia, en el porta celda o en el
recipiente que contiene el electrodo de oxigeno. Ademas cuenta con filtro térmico (para
absorber la radiacién IR emitida por la lampara), filtros de corte adecuados (de modo
que el colorante sea el anico capaz de absorber la luz irradiada), lentes, un espejo mévil
y un agitador magnético. Se entiende por fot6lisis estacionaria la que se realiza a través

de una iluminacién con una fuente de irradiacién continua.




Tesis DOCTORAL. MiC. EUGENIA REYNOSO CAPITULO II. MATERIALES Y METODOS

Electrodo de oxigeno

Filtro térmico Filtro de _
o Espejo mdvil .

nzlﬂq,__,

i

Lédmpara Lente
Figura 11.1.Esquema del dispositivo utilizado en las experiencias en condiciones estacionarias.

La cinética de fotooxidacién se sigui6é por consumo de oxigeno utilizando un electrodo
ORION 97-08 especifico para oxigeno disuelto, acoplado a un pH-metro Orion 720.
Este consiste en un par de electrodos de plata polarizados, separados de la solucién de
medida por una membrana permeable a los gases. El oxigeno disuelto en la solucién,
difunde y penetra selectivamente a través de la membrana del electrodo, donde es
reducido a i6n hidroxilo. El flujo de iones genera una diferencia de potencial la cual es
traducida en “partes por millén de oxigeno disuelto” (ppm) en la escala de pH. La
calibracién del electrodo se efectda con agua equilibrada con aire en condiciones
atmosféricas, y se realiza antes de cada experiencia. La membrana del electrodo solo
opera correcta y reproduciblemente en medios con altos porcentajes de agua y en un
intervalo de pH de 3 a 12. Se recomienda su uso en el intervalo de 0 a 14 ppm de

oxigeno disuelto$? con una exactitud de + 0,05 ppm 6 2%.

Los espectros de absorcion del estado fundamental se realizaron con un
espectrofotémetro UV-Visible Hewlett Packard 8453A que opera entre 190 y 820 nm,
provisto de un detector con arreglo de diodos y una lampara de deuterio como fuente
de excitacién. En determinaciones en donde la correccién de blanco fue requerida con

mayor exactitud, se utiliz6 un equipo Shimadzu modelo UV-2401 de doble haz.

II-2.2.2. Determinaciones dindmicas

Dado que la molécula de Oz (1Ag) se encuentra en un estado excitado desde el cual
puede emitir luz, las medidas dindmicas para la determinaciones de las constantes de
desactivacion global de Oz (1Ag) (ki) por los sustratos, se realizaron por deteccién de la
fosforescencia resuelta en el tiempo de O: (14) a 1270 nmm (TRPD)8. La fuente de

{ 1
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excitacién es un laser Nd-Yag, Spectron Lasser System, SL.400, con emisién a 1066, 532,
355 y 266 nm (primera, segunda, tercera y cuarta armoénica, respectivamente). La
tercera arménica de frecuencia, a 355 nm, fue empleada para excitar PN. La radiacion
fosforescente emitida atraviesa diferentes filtros y es detectada, en &ngulo recto, con un
diodo de germanio amplificado, Judson J16/85p. El detector se acopla a un
osciloscopio digital Agilent Technologies DSO 6012 A. La sefial luego es transferida a
través de una interfase IEEE a una computadora personal para llevar a cabo el
procesamiento. En general deben aplicarse 10-15 disparos para promediar y lograr una
buena relacion sefial / ruido, a partir de la cual se determina el tiempo de vida de
O2(1Ag) por un ajuste monoexponencial®. Un esquema del equipamiento utilizado se

muestra a continuacion.

Computadora Osciloscopio

ﬁﬂw _ Diodo Ge
2 O ) /

=

m =]
/ !-@?a' o
P > o Filtros de corte y de
7 Disparador fotodiodo . o interferencia

Vs

Laser pulsado

Figura I1.2. Representacién del equipamiento utilizado para la aplicacién de TRPDS6.

Por otro lado, la generacién y desaparicién del triplete excitado del sensibilizador (35*)
se determiné empleando la técnica de ldser flash fotélisis (LFF), el equipamiento
utilizado se muestra en la Figura IL.3. Para excitar RB se utiliz6 un laser Nd-Yag,
Spectron Lasser System, SL400 (arménico a 532 nm) y una lampara de Xenén de 150 W
de potencia como haz analizador, mientras que para excitar Rf se utiliz6 un laser de
Nd:Yag, Brillant Quantel (arménico a 355 nm), y una lampara de Xenén de 75 W de
potencia. Ambos laser cuentan con un ancho de pulso en el intervalo de los
nanosegundos. El sistema de deteccién del equipo comprende un monocromador PTI y
un fotomultiplicador PMT extendido al rojo (Hamamatsu R666). La sefial es adquirida
y promediada por un osciloscopio digital (Agilent Technologies DSO 6012 A para
Spectron Lasser System, SL400 y Hewlett Packard 54504A para Brillant Quantel ) y

( |
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luego es transferida a una PC via una interface paralela HPIB donde es analizada y

almacenadal011,

laser
Digitalizador
EHE
Lampara o E L
Muestra
Computadora

Figura I1.3. Esquema del equipo utilizado para medidas de LFF.

Dado que el sensibilizador Rf es un colorante labil a la luz, para la realizacién de los
espectros de la especie excitada, 3Rf*, en ausencia y presencia de los sustratos se utilizé
el equipamiento de LFF descripto anteriormente, adaptado a un sistema de flujo
continuo a través de una bomba peristaltica (Master Flex C/L, Cole Parmer, Modelo
77122-22) la cual permite recircular la solucién desgasada del sensibilizador (o
sensibilizador y sustrato) a través de la celda que recibe el pulso de laser y el haz
analizador. El recipiente que contiene la solucién de Rf que circula por la celda posee
tuberias impermeables al oxigeno que permiten la entrada y salida del liquido, asi
como también la entrada de gas Argén de forma constante. Todas las conexiones y
recipientes se encuentran protegidos de la luz durante el transcurso del experimento.

Un esquema del sistema utilizado se presenta a continuacién.

descarga Argon

. Haz analizador
Pulso del laser |

nm— |
emi‘syﬂ; celda bomba
\//“
carga

Figura I1.4. Esquema del sistema utilizado para mantener flujo constante en medidas de LFF

muestra
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Los espectros de fluorescencia del sensibilizador Rf en estado estacionario fueron
registrados en un espectrofluorémetro Hitachi F-2500, mientras que las
determinaciones de tiempos de vida de fluorescencia se realizaron con un equipo de
Conteo de Fotén Unico (TC-SPC) correlacionado el tiempo, en un instrumento
Edinburgh Analytical Instruments FL-900 CDT. El mismo se encuentra equipado con
diodos pulsados emisores de luz a distintas longitudes de onda (LEDs, PicoQuant). El
diodo utilizado se seleccion6 para maximizar la cantidad de fotones absorbidos por la
muestra en base al espectro de absorcién del sensibilizador en estudio. Las longitudes
de onda de excitacién y emisién de fluorescencia para Rf fueron 445 y 515 nm,
respectivamente. En la Figura IL5 se muestra un diagrama de bloques del equipo TC-
SPC.

Histograma MCA
ADC
TAC
Stop PMT Start PMT
Monocromador (em) lampara
muestra Monocromador (exc)

Figura IL5. Diagrama de bloques de un TC-SPC. PMT: fotomultiplicador, TAC: convertidor
tiempo-amplitud, ADC: convertidor analégico digital, MCA: analizador multicanal.

El fotomultiplicador de largada (Start PMT) detecta el pulso de la ldmpara y genera un
pulso eléctrico disparador que esta exactamente correlacionado con el pulso 6ptico. El
pulso disparador es conducido al convertidor de tiempo a amplitud (TAC), el cual
inicia la carga de un capacitor. Al mismo tiempo el pulso 6ptico excita la muestra que

subsecuentemente emitir. A lo sumo un fotén es detectado por cada excitacion gracias
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a una apertura regulable entre la laimpara y la muestra. Una vez detectado el fot6n, se
genera una sefial que detiene la carga del capacitor en el TAC, luego el TAC envia un
pulso de salida (stop PMT) cuyo potencial es proporcional a la diferencia de tiempo
entre el pulso disparador y el pulso que se gener6 cuando se detect6 el fotén, (en
esencia el TAC actia como cronémetro). Este pulso de salida es convertido en un valor
numérico por un convertidor analégico digital (ADC), que luego es almacenado como
una cuenta en el canal correspondiente del analizador multicanal (MCA). Es decir, el
MCA mide entonces los pulsos de potencial provenientes del TAC y los ordena en
cuentas a un determinado potencial (tiempo).

Repitiendo muchas veces esta experiencia se obtiene un histograma del namero de

cuentas en funcién de los canales temporales.

La deteccién e identificacién de los fotoproductos se realizé en colaboracién con la Dra.
Patricia Alegretti del laboratorio LADECOR, Divisién Orgéanica, Facultad de Ciencias
Exactas, Universidad Nacional de La Plata (Buenos Aires). Se utiliz6 un Cromatégrafo
liquido Accela (THERMO SCIENTIFIC) configurado con bomba cuaternaria y
muestreador automatico. El instrumento cuenta con un sistema espectrométrico de

trampa de iones LTQ XL (THERMO SCIENTIFIC) con interfase electrospray.

I1-2.3. Metodologia

El mecanismo requerido para comprender la cinética de las reacciones
fotosensibilizadas fue mostrado en la Figura I. 6, seccién 3.4, capitulo 1.

Las determinaciones se realizaron en presencia de RB 6 PN como sensibilizadores a pH
7,4 y 10 con el propésito de investigar la influencia de esta variable sobre el proceso
fotooxidativo. El pH 7,4 fue especialmente seleccionado dado que corresponde al valor
fisiologico. En presencia de Rf las determinaciones se realizaron solo a pH 7,4 debido a

que el sensibilizador resulta sensible a esta condicién del medio1213.

11-2.3.1. Determinacién de los tiempos de vida de O, (1A;)

a. Por resolucion temporal de la fosforescencia de Oz (14y)

Aunque el rendimiento cuédntico de fosforescencia de O2 (1Ag) es muy bajo en la
mayoria de los solventes, el desarrollo de fotodiodos de germanio, acoplados con
amplificadores de banda ancha, permiten detectar tiempos menores que los

microsegundos y medir el tiempo de vida de O: (1Ag) en muchos solventes por

( o 1
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monitoreo de la fosforescencia infrarroja a 1270 nm, utilizando la técnica de TRPD
descripta anteriormente.

En la Figura I1.6 se muestra una sefial tipica del decaimiento de la fosforescencia de O
(1Ag) a 1270 nm, utilizando PN como sensibilizador. Dicho decaimiento est4

representado por la siguiente ecuacién:

I =I,e"t/% 1)

Donde Ip representa la intensidad de la luz incidente o intensidad de la sefial, 1o el
tiempo de vida de O: (*Ag) en ausencia de sustrato y t el tiempo. El ajuste de las trazas

del decaimiento a través de la ecuacién (1) permite obtener el valor del tiempo de vida

de Oz (1Ag).
0,24-

0,20+

I1 270 nm

0,16-

0,124

0,0 5,0x10° 1,0x10™ 1,5x10™
t (seg)

Figura II.6. Sefial tipica del decaimiento de la fosforescencia de Oz (1Ag) a 1270 nm en D;O.

Generalmente los puntos iniciales de la sefial de decaimiento estan perturbados por
sefiales esptreas provenientes de la fuente de excitacién o por fluorescencia residual
del sensibilizador. En consecuencia el anélisis de las trazas de decaimiento se realiz6 a
partir de 8-10 ps. Se utiliz6 el programa Microcal™ Origin™ versién 7.5 para
aproximar los decaimientos, el cual lleva a cabo un ajuste por cuadrados minimos no
lineales.

Estos decaimientos no requieren métodos de deconvolucién debido a que tanto el
ancho del pulso del laser como el tiempo de respuesta del sistema de deteccién (4-5 ps)

no interfieren en la medida de tiempos de vida de Oz (1Ag) (valores tipicos 2 25 ps).
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Para evaluar los valores de las constantes de velocidad de desactivacién total de O»
(1Ag) (ki) por los sustratos, se determinaron los tiempos de vida de Oz (1Ag) en ausencia

(t0) y presencia de diferentes concentraciones del sustrato (7).
kq = ka + ke [A] &)
Donde kq es 1/ 1y kq es 1/ 10. De manera que la ecuacién (2) puede escribirse como:

S==+ ke [A] @)

Esta tiltima ecuacién se puede reordenar de la siguiente manera:
'r;q=1+ ke 7o [A] 4)

La representacién grafica de to / T vs. [A] (ecuacién (4)) permite obtener el valor de k,,
determinando previamente 1, 0 bien se puede representar 1/t vs. [A] (ecuacién (3)) y

determinar k; sin necesidad de medir <.

b. Por fotdlisis estacionaria

Este método, conocido como el método de las dobles inversas (ecuacién (5)), es una
forma alternativa de evaluar k:, suponiendo como tinica reaccién la del sustrato con el
O2 (1Ag). Es decir que solamente es valida en ausencia de cualquier interaccién que

involucre a estados excitados del sensibilizador con el sustrato fotooxidable.
W)™ = (@7 U Hky / Ky [AD + (ke [ k) ®)

Donde v es la velocidad de consumo de oxigeno por el sustrato, ®a el rendimiento
cuéntico de produccién de O: (1Ag) por el sensibilizador y I. la intensidad de luz
absorbida por el sensibilizador.

La velocidad se midi6 como la desaparicién de oxigeno en funcién del tiempo de
irradiacién para diferentes concentraciones de sustrato, utilizando el electrodo de
oxigeno ya descripto. La deduccién de la ecuacién 5 se presenta en el apéndice II del

capitulo VIIL
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Representado la inversa de la velocidad de desapariciéon de oxigeno en funci6n de la
inversa de la concentracién del sustrato A se obtiene una recta de pendiente (ka/k:) /
@, L. y ordenada (ki/ki) / ®a L. Luego, mediante el cociente ordenada/pendiente y

conociendo el valor de kg en el solvente utilizado7, es posible calcular k.

II-2.3.2. Determinacion de las constantes de velocidad de desactivacion de los estados

excitados del sensibilizador por los sustratos

La probabilidad de que el sustrato y el sensibilizador puedan interaccionar depende
del tipo de solvente, de las concentraciones relativas de sustrato y sensibilizador, de las
concentraciones relativas de sustrato y oxigeno, entre otras cosas. Muchas moléculas
que no interaccionan significativamente en estado fundamental pueden hacerlo cuando
se hallan en estado excitado4.

Por esta raz6n las experiencias que se mencionan a continuacién se llevaron a cabo con
el fin de determinar si existe interaccién entre los estados excitados del sensibilizador
(1S*y 3S*} y los sustratos en estudio, y en caso de que existiera, establecer los valores de
las constantes de velocidad de dicha interaccién (kg y 3kq del esquema cinético, Figura
L.6, seccion 3.4, capitulo I).

11-2.3.2.1. Interaccién sustrato- estado singlete excitado del sensibilizador

Dado que Rf es un sensibilizador fluorescente se puede determinar la interaccién entre
el sustrato y el estado singlete excitado de Rf (*Rf*) mediante métodos estacionarios o
resueltos en el tiempo.

a. Meétodo estacionario

Se evalaan las intensidades de fluorescencia de Rf en ausencia (Io) y en presencia (I) de
distintas concentraciones del sustrato. Luego, a partir de un clasico tratamiento de
Stern-Volmer, representando el cociente Io/I en funcién de la concentracién molar del
sustrato A (ecuacién 6) es posible, a partir de la pendiente y el valor del tiempo de vida

de fluorescencia de Rf en ausencia de A (1), determinar k.
1
2=1+ kg 'z, [A] (6)

Donde Iy es la intensidad de fluorescencia de Rf en ausencia de A, I la intensidad de

fluorescencia de Rf en presencia de A, 1kq la constante de velocidad de desactivacién de

( 1
1 7 J
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1Rf*, 119 el tiempo de vida de fluorescencia de Rf en presencia de A y Ksy la constante

de Stern-Volmer = 1k4l1o.

b. Meétodo resuelto en el tiempo

Como se mencion6 anteriormente, para la determinacién de tiempos de vida de
fluorescencia se utiliz6 el método de conteo de fotén tinico con correlacién temporal
TC-SPC.

Esta técnica se basa en el hecho de que la distribucién de probabilidades para la
emisién de un fotén aislado, después de la excitacién de una muestra, describe el perfil
de la intensidad de emisién en funcién del tiempo para todos los fotones emitidos
como resultado de una excitacién?s. Para reconstruir un perfil de decaimiento lo mas
exacto posible, es necesario un gran muestreo estadistico de la distribucién temporal de
los fotones emitidos. Esto se logra midiendo el tiempo de emision de fotones aislados,
luego de un pulso de excitacién, un gran ntimero de veces, la cantidad suficiente como
para obtener una curva de decaimiento estadisticamente confiable.

Con el fin de no considerar el aporte de la sefial de excitacién, la funcién respuesta
obtenida debe ser corregida (deconvolucionada). De manera que el perfil temporal de los
pulsos de excitaciébn es registrado bajo las mismas condiciones reemplazando la
muestra con una solucién dispersante de luz, por ejemplo Ludox (silica coloidal)e.

Los tiempos de vida de fluorescencia de Rf en ausencia (1t0) y en presencia de
diferentes concentraciones del sustrato (It) obtenidos son utilizados en un tratamiento
clasico de Stern-Volmer (ecuacién 7) de manera que, representando lto/lt vs.

concentracién molar de A es posible, a partir de la pendiente determinar 1kg,.

1

T
=1+ kg 'z, [A] (7)

Para determinar el valor de la constante independientemente del valor de 11 también

puede utilizarse la siguiente ecuacién:

1
i

=1+ kg [A] ®)

—_—
N
-
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En ambos casos 11y corresponde a el tiempo de vida de fluorescencia de Rf en ausencia
de A, 11 el tiempo de vida de fluorescencia de Rf en presencia de A, 1kq la constante de

velocidad de desactivacién de 1Rf* y Koy la constante de Stern-Volmer = 1kql1o.

La interaccién entre el sustrato y 'Rf* puede ser estética, dinamica (colisional) o ambas.
El primer caso involucra una asociacién en el estado fundamental de los reactivos para
dar un complejo no fluorescente que al absorber luz inmediatamente retorna al estado
fundamental emitiendo un fot6n, el segundo caso requiere difusién de los mismos para
que ocurra la desactivacion y el tercer caso es una combinacién de los anteriores en
donde una fraccién del sensibilizador se acompleja y otra no, la fraccién no
acomplejada es la que sufre desactivacién dindmica'’.

Las constantes de Stern-Volmer determinadas por fluorescencia estatica y resuelta en el
tiempo resultan idénticas cuando se trata de un proceso dindmico y la representacién
grafica Io/1 6 110/t vs [A] es una recta de pendiente Ksv = kq 110. Si la inactivacién es de
tipo estética, la representacién 1to/1t vs [A] es un constante independiente de [A] y kq
se obtiene de la representacion de Io/I vs [A]. Por altimo, cuando el sistema procede
por una combinacién de desactivacion estatica y dindmica el valor de Ksv es mayor que
el producto entre 1kq 1 y la representacion grafica Io/I vs [A] se curva respecto a 110/t
vs [A] hacia el eje de las ordenadas como consecuencia de que la poblacién
acomplejada del sensibilizador resulta inaccesible a la desactivacién por el sustrato.

En el presente trabajo de Tesis la determinacién de 1k  se realiz6 a través de medidas

resueltas en el tiempo.

11-2.3.2.2. Interaccion sustrato- estado triplete excitado del sensibilizador

La posible interaccién del estado triplete excitado del sensibilizador (35*) con los
sustratos se estudi6 mediante Laser flash fot6lisis.

Esta es una técnica de resolucién temporal que permite el estudio espectroscépico y
cinético de especies de corta vida (del orden de los mili o micro segundos), también
llamadas especies transitorias, las cuales son generadas por el empleo de luz pulsada,
pudiéndose obtener espectros y decaimientos de dichas especies!®19. Las especies
transitorias generadas mediante la excitacién de la muestra por un pulso laser, pueden

ser: tripletes, iones radicales, especies zwiterionicas, etc.
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Estas especies se producen en la concentracién suficiente como para detectar cambios
en las caracteristicas de absorcion de luz, los cuales son detectados por un
espectrofotémetro convencional con una fuente de luz continua.

La interaccién de 35* con el sustrato fue evaluada mediante la determinacién de la
constante 3kq, realizacién de espectros de especies transitorias y determinacién de

rendimientos cuanticos de generacién de radicales como se explicara a continuacién.

a. Determinacion de 3k,

La desaparicién del estado 35*, generado por el pulso del laser a 355 nm 6 532 nm para
Rf 6 RB respectivamente, fue monitoreado por el decaimiento de primer orden de la
absorbancia a una longitud de onda donde la interferencia de otras posibles especies
resulta insignificante (670 y 650 nm para Rf y RB respectivamente). Los decaimientos
fueron realizados a bajas concentraciones de S y a una energia del laser lo
suficientemente baja como para evitar efectos indeseables tales como la auto-inhibicién
o la aniquilacion triplete-triplete8.9.

El tiempo de vida del 35* fue evaluado en presencia (3t) y en ausencia (3t9) de los
sustratos y el valor de la constante de interaccién (3ky) fue determinado a través de un
tratamiento de Stern-Volmer el cual permite, por la representacién grafica de 3to/ 3t vs.
[A] (ecuacién 9) 6 1/ 3t vs. [A] (ecuacién 10), obtener el valor de 3k, de la pendiente.

3

—2=1+ 3k, 37, [A] )

3¢

1 1

=35+ kg [4] (10)
Q

La ecuacién 10 ademds presenta la ventaja de que permite obtener el valor de la

constante de desactivacién sin necesidad de determinar previamente 31o.

b. Espectros del estado 35* en presencia y ausencia de los sustratos

La muestra es irradiada con un pulso de luz de alta intensidad (102 fotones) para
poblar el estado triplete via entrecruzamiento de sistema desde el primer estado
excitado singlete. Las moléculas en el estado triplete (u otros estados excitados) son
detectadas por una segunda fuente de luz (haz analizador) mediante absorcién

(promocién a niveles tripletes de energia superior), antes de volver al estado
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fundamental. El cambio de la densidad 6ptica debido a las especies transitorias puede
ser monitoreado en funcién del tiempo a una longitud de onda en particular,
seleccionada con un monocromador colocado en el camino 6ptico de la luz de prueba
entre la muestra y el detector.

Los cambios temporales de absorcién son detectados por un fotodetector de rapida
respuesta. Dichos detectores generan una sefal eléctrica proporcional a la
transmitancia de la especie transitoria de la muestra que es digitalizada y procesada
para convertirla en sefiales de absorbancia. La conversién de la sefial eléctrica a valores
de absorbancia se realiza de acuerdo a la ley de Lambert y Beer de manera que la
relacién entre la absorbancia y transmitancia a una dada longitud de onda est4 dada

por la siguiente expresién:
A, = —log % (11)
Iy

Luego, la absorbancia de una especie transitoria en funcién de la longitud de onda y a

un dado tiempo, se puede calcular mediante la siguiente ecuacién:
A,1=—log§‘-= g bc (12)
(4]

Donde Ii: es la intensidad de luz transmitida (mV), Io: es la intensidad de luz incidente
(mV), &x: es el coeficiente de extincién molar (M1 cm?), b: es el paso 6ptico del haz
analizador a través de la muestra (cm) y c: es la concentracién molar de la especie
transitoria. En la Figura IL.7 se muestra una representacién de una sefial transitoria
tipica obtenido por LFF.

Los espectros de absorcion del 35* en ausencia y presencia de los sustratos, se
obtuvieron registrando el cambio de absorbancia a un tiempo fijo, en funcién de la
longitud de onda. Las sefiales fueron tomadas cada 10 nm desde 300 a 800 nm y

analizadas mediante el programa Labview 5.1.
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Figura IL.7. Representacion de una sefial transitoria tfpica obtenida por LFF.

C. Determinacion del rendimiento cudntico de generacion de radicales
El rendimiento cuantico de formacién de un producto en particular (®) puede definirse
en términos generales como la cantidad del producto formado (en moles o moléculas)
por cantidad de radiacién absorbida (en einstein o fotones)20.
El rendimiento cuéantico (®rai.) de generacion del radical neutro del sensibilizador Rf
(RfH*) en solucién acuosa fue determinado relativo al rendimiento cuantico de 3Rf* en
el mismo solvente (©1=0.5)212 empleando la siguiente expresién matematica:

0Dt g

Drry. = ODg 2 (13)

Donde ODr es la absorbancia de 3Rf* a 670 nm inmediatamente después del pulso del
laser, ODr es la absorbancia de RfH* a 570 nm, er corresponde al coeficiente de

extincién molar de 3Rf* (4,4 x103 M-1s1)2 y gz al coeficiente de extincién molar para
RfH* (5,1 x103 M1 s-1)24,

I1-2.3.3. Determinacién de las velocidades relativas de consumo de oxigeno por los

sustratos (vr)

La cinética de fotooxidacién sensibilizada de los antibi6ticos se sigui6 a través del

consumo de oxigeno en condiciones aerdbicas de fotoirradiacién utilizando el
electrodo especifico de oxigeno descripto en la seccién 2.2.1.
Las velocidades relativas fueron obtenidas a partir de las pendientes iniciales de los

graficos de consumo de oxigeno en funcién del tiempo de irradiaci6én, de soluciones
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conteniendo el sustrato y el sensibilizador, normalizadas al méximo valor de pendiente
obtenido (vy).

Para establecer la posible participacién de las diferentes EROs en la fotodegradacién
sensibilizada de los sustratos en estudio, el consumo de oxigeno en condiciones
aerd6bicas de fotoirradiacién estacionaria fue evaluado en ausencia y en presencia de
inhibidores especificos de tales especies y los resultados fueron expresados como la
relacién de las pendientes iniciales de los graficos de consumo de oxigeno vs. tiempo
de irradiacién en presencia y ausencia de inhibidores (Vinn/ vo).

Para confirmar la participacion de O»(1Ag) se utilizé azida s6dica (NaN3), un conocido
desactivador fisico de esta especie excitada de oxigeno?2. Para determinar la
intervencién de O>°- se utiliz6 la enzima superéxido dismutasa (SOD). Esta enzima,
que cataliza la dismutacién de O, ha sido ampliamente utilizada con propésitos cuali
y cuantitativos como inhibidor de dicha especie oxidativa?-22. La enzima catalasa
(CAT) se utiliz6 para evaluar la participacion de H>O. mientras que D-manitol fue
utilizado como inhibidor especifico3 de OH".

I1-2.3.4. Analisis de los fotoproductos
Soluciones 2 mM de los Atb a pH 7,4 y 10 en presencia del sensibilizador RB (Absgp>4=

0,5) fueron irradiadas en una celda de fluorescencia de 1 cm de paso 6ptico abierta a la
atmosfera y con agitacién permanente. Una vez terminada la fot6lisis, las muestras se
conservaron cubiertas de la luz en heladera hasta el momento de su analisis.

La determinacién de fotoproductos se realiz6 por HPLC-Masa en el Laboratorio
LADECOR de la Universidad Nacional de La Plata por la Dra. Patricia Alegretti.

Se utiliz6 una columna C18 de 150 mm x 2,1 mm x 5 pm. Se trabaj6é en modo isocratico
con mezclas metanol: agua (9:1) + acetato de amonio (0,2 mM), con un flujo de 0,2
ml/min y un volumen de inyeccién de 10 pl.

Las determinaciones se realizaron tanto en modo positivo como en modo negativo, a

temperatura ambiente.

—
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I1I-3. DETERMINACIONES MICROBIOLOGICAS

A continuacién se detallan los aspectos metodolégicos empleados en los ensayos
microbiolégicos que permitirdn relacionar los efectos de la fotodegradacién de los
antibi6ticos por procesos de fotooxidacién sensibilizada, y los cambios en las
propiedades antimicrobianas de los mismos sobre distintas cepas de S. aureus.

Las experiencias de fotodegradacién sensibilizada fueron realizadas utilizando el
colorante xanténico artificial rosa de bengala (RB) un sensibilizador capaz de generar
O (1Ag)31, ampliamente utilizado en ensayos biolégicos®, y a pH 7,4 dado que este

corresponde al valor fisiol6gico.

I1.3.1. Preparacién de medios de cultivo
Para preparar los medios de cultivo se sigui6 el instructivo que indica el envase: AMH

(37 g/L) y CN (8 g/L). Para la preparacién de agar nutritivo (AN) se utiliz6 una mezcla
de CN (8 g/L) y A-A (15 g/L). Los medios se hidrataron con agua destilada, se
disolvieron y luego se llevaron a autoclave durante 15 minutos a 121 °C para la

esterilizacién.

11-3.2. Equipos utilizados
Todos los medios de cultivo fueron esterilizados en autoclave Stainless Steel

Gas/ Electric Powered. Handheld Compressed Steam Sterilizer Type YXQ-280 MD.

Los cultivos bacterianos fueron incubados en estufa de cultivo marca FERCA modelo
TT400 a 37°C con agitacién continua a 100 rpm.

Por otro lado, la densidad 6ptica (D.O) de los cultivos bacterianos fue medida en un
espectrofotémetro Barnstead Turner SP-830.

11-3.3. Metodologia

Previo a la realizacién de los ensayos cada una de las cepas de S. aureus mantenidas en
glicerol se sembraron en estrias por agotamiento en placas de AN y se incubaron a

37 °C por 24 hs para obtener colonias aisladas.

I1-3.3.1. Realizacidén de las curvas de crecimiento de las cepas estudiadas

Una curva de crecimiento puede definirse en términos muy generales como la

representacién grafica de la determinacién periédica de la cantidad de células que

B ()

]
3 J




TesIS DOCTORAL. MIC. EUGENIA REYNOSO CAPfTULO II. MATERIALES Y METODOS

existen en un liquido inoculado con células microbianas provenientes de un cultivo
que ha crecido previamente hasta la saturacién. Para la realizaciéon de las mismas se
procedi6 de la siguiente manera:

A partir de un cultivo over nigth, ON, de cada cepa (realizado tomando 2-3 colonias
crecidas en AN que luego son resuspendidas en un tubo con CN e incubadas en
agitacién a 37°C por 24 hs) se prepar6 una suspensién microbiana (de concentracioén 3
x105 UFC/mL) en CN y se incubé en estufa con agitacién a 37°C. La D.O. a 660 nm de
la suspensién fue tomada cada 1 hora en espectrofotémetro. Simultineamente a las
curvas de crecimiento de cada cepa, también se realizaron curvas en presencia de RB y
de antibi6tico con el fin de evaluar el efecto del agregado de estos componentes sobre

el crecimiento del microorganismo.

II-3.3.2. Determinacién de la concentracién minima inhibitoria (CIM) por

macrodilucién en caldo

La concentracién minima inhibitoria (CIM) puede definirse como la menor
concentracion de antibi6tico en la cual no hay crecimiento visible (turbidez)3.

La determinacién de la CIM se realizé por la técnica de macrodilucién en caldo. Se
prepar6 una solucién “stock” de cada antibi6tico en el intervalo adecuado de
concentracién para el microorganismo sobre el cual sera ensayado, dicho intervalo se

obtuvo de bibliografia34. Para cepas de S.aureus se recomiendan los siguientes:

Intervalo (mg/L)
Amx 0,03-128
Amp 0,03-128
Cfx 0,5-128
Cfd 0,5-128
Cft 0,25-128
Cix 0,25-128

Por otro lado, a partir de un cultivo ON se prepar6 una suspensién microbiana. La
suspensién para el ensayo CIM debe contener entre 104 a 106 UFC/mL de manera que
el cultivo ON que posee ~5 x108 UFC/mL fue convenientemente diluido. Esta
suspension fue utilizada dentro de los 30 min de preparada para evitar que el namero

de UFC/mL aumente.
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Para corroborar el nimero de UFC/mL utilizado se realiz6é recuento en placas con AN
para cada uno de los microorganismos a ensayar.

Por ultimo, se coloc6 1 mL de la solucién “stock” del antibiético en un tubo
conteniendo 1 mL de CN y luego se realizaron diluciones seriadas factor 2. Los tubos
fueron inoculados con ImL de la suspensién bacteriana. Simultdneamente se realizaron
controles de esterilidad (CE= CN + antibi6tico, sin inocular) y controles de crecimiento
(CC= CN inoculado, sin antibi6tico). Todos los tubos se mezclaron para homogenizar y
se llevaron a incubacién a 37°C durante 18-24 hs35.

La interpretacién de los resultados se realiz6 de acuerdo a tablas de referencia que

proveen los protocolos de Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) 3.

I1-3.3.3. Prueba de sensibilidad a los antibiéticos por difusién en placa

La evaluacién de la sensibilidad bacteriana a los antimicrobianos se realizé6 mediante el
método de difusién en placa descripto por Kirby-Bauer?”. Este es un ensayo
esencialmente cualitativo que permite determinar si un microorganismo es sensible,
intermedio o resistente a los antimicrobianos ensayados y resulta una técnica muy
simple, aplicable a microorganismos de crecimiento rapido38. Un cultivo ON fue
realizado para cada una de las cepas. Para ajustar la concentracién de cada cepa, se
realizaron diluciones decimales seriadas en tubos conteniendo CN, posteriormente se
sembr6é un volumen conocido en la superficie de las placas con AN. Estas placas se
incubaron a 37 °C durante 24 hs. Al cabo de ese tiempo se procedié al recuento de
colonias, con el objetivo de ajustar la suspensién a una concentracién correspondiente a
1.5 x108 UFC/mL (0.5 de la escala de turbidez de Mc Farland).

Las suspensiones obtenidas se sembraron con hisopos estériles sobre placas
conteniendo AMH, realizando estrias en todas las direcciones con el fin de cubrirlas
completamente.

Los antimicrobianos fueron ensayados a diferentes concentraciones, disueltos en
solucién reguladora de pH 7,4. Los discos embebidos con 10 pl de los antibi6ticos a
distintas concentraciones se depositaron en condiciones de esterilidad sobre placas de
100 mm usando una pinza metélica, se distribuyeron a razén de 5 discos por placa con
una distancia de 24 mm desde el centro de un disco al centro de otro vecino y se
presionaron para asegurar el completo contacto con la superficie del agar. Las placas se

incubaron invertidas en estufa a 37 °C por 24 hs.
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Durante la incubacién el agente antimicrobiano difunde por el agar desde los discos
formando los halos de inhibicién. Este fenébmeno se debe a que los discos absorben
agua del medio, el farmaco se disuelve y difunde a través del agar formando un
gradiente de concentracion alrededor del disco, simultdneamente los microorganismos
se multiplican formando un crecimiento confluente hasta la zona donde la
concentracién del antibi6ticos inhibe el desarrollo de los mismos38.

Por Gltimo se midieron los radios de los halos desde el centro del disco hasta el borde
de inhibicién con regla graduada al mm. En general, mientras mayor sea el radio del
halo, mas sensible es el microorganismo a la concentracién del antibi6tico que se
prueba33,

Se us6 la cepa S. aureus ATCC 25923 como cepa de referencia para control de calidad
de los medios, esterilidad de los discos y metodologia empleada. Esta cepa ya ha sido
previamente utilizada como cepa de referencia en similares ensayos
microbiol6gicos041,

Cada muestra se analiz6 por duplicado y se estableci6 graficamente la concentracién a

la cual los microorganismos presentan sensibilidad a los antibi6ticos.

II-3.3.4. Prueba de sensibilidad a los antibiéticos Fotodegradados

a. Por modificacion del tamario del halo de inhibicion

La evaluacién de los cambios en las propiedades antibi6ticas en funcién de la
fotodegradaciéon se evalué a diferentes tiempos de irradiacién fotosensibilizada,
empleando una modificacién de la técnica de Kirby-Bauer®” en la cual se reemplazaron
los discos con diferentes concentraciones de antibi6ticos por discos, con concentracién
constante del mismo, a diferentes tiempos de fot6lisis.

La actividad bactericida de los antibi6ticos en solucién irradiada con luz visible en
presencia de RB, fue evaluada a pH 7,4 midiendo el radio del halo de inhibicién antes y
después de la fotdlisis.

De la solucién irradiada de los antibi6ticos a la concentracién a la cual los
microorganismos resultan sensibles, se tomaron alicuotas fotolizadas a distintos
tiempos con las cuales se impregnaron discos estériles. Estos fueron colocados en
placas con AMH previamente hisopadas con una concentracién aproximada de 108
UFC/mL de las diferentes cepas de S. aureus DM1, DM2 y ATCC 25923. Las placas
fueron luego llevadas a estufa a 37 °C durante 24 hs. Al cabo de ese tiempo se midi6 el

( & )
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radio del halo de inhibicién y se evalué la actividad antimicrobiana de los antibi6ticos

en funcién del tiempo de irradiacién.

b. Por recuento de viables

A partir de un cultivo ON se realiz6 una suspensién del microorganismo en CN
colocando 20 plL del cultivo ON en 50 ml de CN estéril (3 x105 UFC/mL). Alicuotas de
la suspensién fueron colocadas en tubos estériles, a los cuales se les agreg6 antibiético-
RB, a una dada concentracién, antes de la fot6lisis y después de un determinado
tiempo de fotélisis. SimultAneamente, uno de los tubos se mantuvo sin el agregado de
antibi6tico, como control de crecimiento.

Todos los tubos fueron incubados en agitacion a 37°C durante 6 horas
aproximadamente.

Luego de la incubaci6n se realizaron diluciones seriadas factor 10 de cada tubo y 100 pl
de cada una de las mismas fueron sembrados en placas de AN con espatula de
Drigalski. Las placas fueron incubadas en estufa a 37°C durante 24 hs.

Transcurrido el tiempo de incubacién se realiz6 el recuento de colonias.

Este método de recuento se basa en que cada bacteria crece y se divide para producir
una Gnica colonia, como estrictamente esto no es cierto, para reflejar la realidad, el
recuento de viables se expresa como unidades formadoras de colonias por ml33

(UFC/mL) y se calcula de la siguiente manera:
UFC/mL = Xppom - Factor dilucién . Factor alicuota (14)
Donde Xprom s el promedio del nimero de colonias contadas en ensayos por triplicado.

El valor de UFC/mL obtenido puede ser interpretado como la cantidad de

microorganismos vivos presentes en el medio.
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CAPITULOIIL
ANTECEDENTES DE LA
FOTODEGRADACION DE ANTIBIOTICOS

La investigacion acerca de los procesos de degradacién de antibi6ticos ha tomado gran
interés en los ultimos afios. Este hecho esta asociado a que se ha reconocido a estos
compuestos como una nueva e importante clase de contaminantes organicos debido a
su persistencia y bioacumulacién en el ambiente, provocando gran variedad de efectos
negativos en ecosistemas acuaticos y terrestres, atin en muy bajas concentraciones!- 6.
El uso de antibi6ticos se ha extendido no solo al tratamiento de enfermedades
infecciosas en humanos sino que también se los utiliza en ganaderia, agricultura y
acuicultura’?8. A este hecho se le suma que generalmente son eliminados de los
organismos, a través de la orina y las heces, sin sufrir modificaciones metabolicas, es
decir tal cual como fueron administrados, desembocando asi en los sistemas acuaticos
y siendo capaces de entrar en plantas de tratamiento de aguas residuales®10. Dada su
alta solubilidad en agua y baja biodegradabilidad, desafortunadamente estas
sustancias no son eliminadas eficazmente por los procesos convencionales en plantas
de tratamiento y pueden finalmente terminar en aguas naturales de rios, lagos y
embalses e incluso en aguas de consumo?1.12.13,

Los efectos adversos que genera su presencia en el medio ambiente incluyen tanto la
alteraciéon de la vida acuatica como el desarrollo de resistencia a antibi6ticos por
diversas poblaciones de bacterias, generando un aumento en la posibilidad de
infecciones asi como la necesidad de crear farmacos nuevos y méas potentes14.15,

Dentro de este grupo de compuestos, los antibiéticos P lactdmicos quizés sean los més
importantes contaminantes acuaticos por su excesivo uso en medicina humana y
veterinaria a lo largo de los afios, su alta estabilidad quimica y su baja o nula
biodegradabilidad16.17.18,

Por esta razén la busqueda de nuevos métodos alternativos para evitar la
contaminacién del agua por la presencia de esta clase de antibidticos se vuelve
necesaria, considerando los riesgos que representan para la salud humana y el
ambiente.

Se sabe que los principales procesos de eliminacién de estos compuestos en aguas
superficiales son la biodegradacién, la adsorcién y la fotodegradaciéon®. Los dos

primeros presentan complicaciones importantes, gran variedad de antibi6ticos han
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sido disefiados para ser resientes a la biodegradacién y por otro lado se ha demostrado
que el tipo de sedimento afecta significativamente el proceso de adsorcién
transformandose en un mecanismo sitio-especifico?.2?. De esta manera la
fotodegradacién, mediada por luz solar, se convierte en la metodologia mas
prometedora para este fin.

Ademas, el hecho de que los antibi6ticos tienen la capacidad de ser compuestos
altamente solubles y no volatiles, los convierte en blancos susceptibles a la
fotodegradacion en superficies tanto acuaticas como terrestres22.23,

Mualtiples metodologias de fotodegradacién han sido utilizadas para eliminar
antibiéticos del medio ambiente incluyendo tanto la fotélisis directa (absorcion directa
de luz por parte del compuesto) como indirecta, a través de la interaccién de los
compuestos con especies reactivas de oxigeno, altamente oxidantes2¢-27. Los procesos
avanzados de oxidacién aparecen como una de las herramientas més estudiadas y con
mejores resultados en lo que respecta a la degradacién de antibi6ticos, algunos
ejemplos serdn mencionados a continuacién.

La reaccién de Fenton y Foto-Fenton han resultado uno de los procesos maés exitosos de
fotodegradacién (ver consideraciones teéricas seccién 2.3.2 del capitulo I) dada su alta
eficacia en generar radicales OH* altamente oxidantes, bajo costo y baja demanda
energética.

La degradacién de los antibi6ticos 8 lactAmicos amoxicilina y ampicilina ha sido
estudiada bajo los efectos de los procesos de Fenton y Foto-Fenton atn en muestras
complejas como lo son los efluentes de plantas de tratamientos de aguas?”.28.29.30, Los
autores encontraron que el proceso de Foto-Fenton ofrecia un mayor porcentaje de
degradacion de los antibiéticos estudiados frente al proceso de Fenton 3 debido a que
el poder de oxidacién en el primer caso se ve aumentado por la reduccién de Fe3+ a Fe2+
por accién de la luz siendo este ultimo capaz de reaccionar con H2O; estableciéndose
un ciclo, ademas de la generaciéon de radicales OH* adicionales. También encontraron
dependencia de la velocidad de fotodegradacién con la fuente de Fe2+ utilizada en el
proceso de Foto-Fenton23, reportando los mejores resultados cuando ferrioxalato es
utilizado con este fin, debido a su alta absorcién en la regién UV-V y su elevado
rendimiento cudntico3!.

La degradacién de amoxicilina también fue evaluada por otros autores3? frente a los
procesos de fotolisis directa y fot6lisis en presencia de H2O, encontrando efectos

significativamente incrementados cuando H>O: est4 presente.
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La fotocatalisis es uno de los procesos avanzados de oxidacién mas investigado con el
prop6sito de eliminar contaminantes ambientales. Sus efectos han sido comprobados
en la degradaciéon de farmacos?3.34.35, fungicidas y herbicidas36.37, colorantes38 y otros
compuestos340.. La degradacion de amoxicilina y ampicilina fue evaluada mediante
este proceso tanto con particulas de di6xido de titanio4! como de 6xido de zinc%?
encontrdndose excelentes resultados especialmente para la primera en presencia de
H2O: y la segunda a pH alcalino.

Otros mecanismos han sido estudiados con el fin de eliminar antibiéticos de ambientes
acuaticos, tal es el caso por ejemplo, del proceso de ozonizacién®3, encontrandose muy
buenos resultados en medio alcalino y en presencia de H,Ox.

También el radical sulfato# y el radical hidroxilo 1845 generados por radi6lisis de pulso
electrénico y radidlisis gamma han resultado oxidantes potentes, cuyos efectos se han
demostrado frente a una gran variedad de antibi6ticos de las familias de las penicilinas
y cefalosporinas incluyendo amoxicilina, ampicilina, cefalexina y cefotaxima.
Tratamientos mas complejos se han estudiado, por ejemplo para cefalexina, por
oxidacion anédica, H2O; electro-generado y electro—Fenton lograndose alta eficacia en
la degradacién del mismoss.

La accién de especies reactivas de oxigeno, generadas a partir de procesos de
fotooxidacién sensibilizada por colorantes, sobre sustratos de relevancia en
fotobiologia y fotomedicina, es un tema de interés creciente en los dltimos afios#7.48,
Este proceso, que solo requiere la presencia conjunta de oxigeno, luz y un componente
capaz de absorber esa luz, como se explic6 en el capitulo I, se ha investigado para otras
familias de antibi6ticos. Tal es el caso de los antimicrobianos sulfatiazol y succinil
sulfatiazol, cuyo mecanismo de fotodegradacion en presencia de Riboflavina y Rosa de
bengala fueron estudiados por Posadaz et.al.4%, revelando la participacién de la especie
oxigeno singlete en la oxidacién de estos compuestos acompafiado de la pérdida de la
capacidad bacteriostatica de los mismos como consecuencia del proceso degradativo.
Por otro lado, para un conjunto de tetraciclinas, fue investigada® la fotodegradacién en
presencia del sensibilizador Riboflavina evidenciando que tanto anién superéxido
como oxigeno singlete son responsables de la fotooxidacién y como consecuencia de la
misma también pierden su actividad antimicrobiana.

En este contexto se decidi6 abordar el estudio mecanistico y cinético del proceso de
fotodegradacién sensibilizada por colorantes artificiales y naturales sobre antibi6ticos

de la familia de los B lactamicos ya que consideramos que el conocimiento acerca de las
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vias de fotodegradacién y la velocidad de las mismas son esenciales para predecir el
comportamiento de estos compuestos en ambientes naturales y potencialmente pueden

constituir un mecanismo que contribuya a la disminucién de los mismos y por lo tanto

la prevencién de los maultiples efectos negativos que su presencia genera.
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CAPITULO1V.
FOTODEGRADACION SENSIBILIZADA DE
ANTIBIOTICOS EN PRESENCIA DE RBY PN

IV-1. RESULTADOS

IV-1.1. Caracteristicas de los sensibilizadores empleados

Dos sensibilizadores fueron utilizados en la primer etapa de este trabajo de Tesis: Rosa
de bengala (RB), un colorante xanténico artificial! el cual resulta uno de los
fotosensibilizadores mas empleados en experimentos fotodindmicos en general2.34; y
Perinaftenona (PN) un fotosensibilizador generador exclusivo de la especie reactiva de
oxigeno, oxigeno singlete (O: (1Ag)). Ambos producen O: (1Ag) con rendimientos
cuanticos en agua de 0,7 y 1 para RB25 y PNé7. En particular, para RB se ha reportado
también28.9 un rendimiento cuantico de 0,2 para la generacién de anién radical

superdxido (O2*-).

A continuacién se presentan los espectros de absorciéon normalizados de ambos
sensibilizadores en solucién reguladora a diferentes valores de pH. Las estructuras

quimicas de los mismos se incluyen en el apéndice I del capitulo VIII.

A S o -
RB ——pH7,4!|
1,04 ——pH 10
v (7]
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Figura IV.1. Espectros de absorcién normalizados de los sensibilizadores (A) RB y (B) PN a pH
7A vy 10.
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RB presenta una tnica banda en la regioén visible del espectro con un maximo a 549 nm
(Figura IV.1 A). En los valores de pH de trabajo, este colorante se encuentra en su
forma neutra ya que tiene un valor de pKa en agua de 3,72. A pH por debajo del pKa,
se forma la especie protonada de RB la cual es incolora!® por lo que no absorbe en la
region de interés de este trabajo.
En la Figura IV.1 B se muestra el espectro de absorcién de PN a los dos pH de estudio
con un maximo en la regién visible a 365 nm, este sensibilizador, almacenado en
oscuridad, es quimicamente estable a ambos valores de pH lo cual fue controlado hasta

2 horas después de preparadas las soluciones, al igual que para RB.

IV-1.2. Caracteristicas de los compuestos estudiados

A continuaciébn se muestran las estructuras quimicas de los antibiSticos (Atb)

estudiados.
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Figura IV .2. Estructuras quimicas de los sustratos estudiados.
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Como se puede observar a partir de las estructuras quimicas, todos los compuestos
poseen el anillo B lactamico tetragonal caracteristico de este grupo de Atb. En el caso
de Amx y Amp, dicho grupo estd unido a un anillo pentagonal de tiazolidina,
constituyendo un nucleo denominado “6 amino penicildnico” presente en todos los
Atb de la familia de las penicilinas!!. Particularmente Amx posee una cadena lateral,
unida por enlace peptidico al nucleo, constituida por un grupo amino y un grupo
fenol, mientras que Amp solo presenta un grupo amino en la cadena lateral.

Los otros cuatro Atb también presentan el anillo p lactaimico caracteristico, a diferencia
que este se encuentra unido a un anillo hexagonal de dihidrotiazina conformando un
nacleo denominado “7 amino cefalsporamico” presente en todos los Atb p lactdmicos
de la familia de las cefalosporinastt. Cfx y Cfd se diferencian en que el primero posee
en su cadena lateral un grupo amino, mientras que Cfd ademaés, presenta un grupo
fenol. Cft y Ctx son cefalosporinas que poseen grupos metoxiiminos en cadenas

laterales complejas.

En las Figuras IV.3 y IV.4 se muestran los espectros de absorcién normalizados a la
longitud de onda del maximo, obtenidos para los sustratos seleccionados en este
trabajo de Tesis a pH 7,4 y 10 con el propésito de investigar la influencia de esta
variable sobre el proceso fotooxidativo. El pH 7,4 fue especialmente seleccionado dado

que corresponde al valor fisiol6gico.
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Figura IV.3. Espectros de absorcién normalizados de (A) Amx, (B) Cfx y (C) Cft a pH=7,4 y 10.
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Figura IV 4. Espectros de absorcién normalizados de (A) Amp, (B) Cfd y (C) Ctx a pH=7,4 y 10.

Los valores de pKa de los Atb se obtuvieron de bibliograffa. Para Amx se reportan tres
valores12.13 de pKa siendo estos 2,4; 7,4; y 9,6. A pH < 2,4 predomina la especie

protonada, a 2,4 < pH < 7,4 la especie sin carga neta (NHs*; COO) y a pH > 9,6

predomina la especie ani6nica. Espectrofotométricamente se pueden distinguir las
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especies sin carga neta (observable a pH 7,4) de la especie ani6nica, la cual se observa a
pH 10 (Figura IV.3 A).

Para Cfx se han reportadol* valores de pKa de 2,5 y 7,3 de manera que en los pH
estudiados predomina la especie sin carga neta.

Para el caso de Cft los valores de pKa informados son: 3 (COOH), 3,2 (NHs*) y 4,1
(OH)15:16 por lo que tanto a pH 7,4 como a pH 10 existe el predominio de una tnica
especie, la ani6nica.

En cuanto a Amp los valores de pKa reportados son: 2,96 (COOH) y 7,22 (NH2)?7. A pH
7,4 existe una mezcla con diferente proporcion de las especies protonada y neutra
mientras que a pH 10 predomina la especie neutra.

Cfd presenta tres valores de pKa: 2,64 (COOH), 7,31 (NH2) y 9,69 (OH)'2. A pH 7,4
abunda la especie protonada y existe una pequefia proporcién de la especie neutra,
mientras que a pH 10 predomina la especie anidnica, la cual puede diferenciarse
espectrofotométricamente de la especie a pH 7,4 (Figura IV.4 B). A los valores de pH
estudiados, para Ctx, cuyos valores de pKa reportados!? son 2.1; 34 y 10,9 predomina
la especie ani6nica.

Los coeficientes de absorcion molar (¢) de los Atb fueron determinados
experimentalmente en solucién acuosa de buffer fosfatos a pH 7,4 y 10; los resultados
obtenidos se incluyen en la Tabla IV.1. En la Figura IV.5 se muestra un ejemplo de la
determinacién de dicho coeficiente por la ley de Lambert -Beer?8 para Cft a pH 7,4. En
primer lugar se registraron los espectros de absorcién a concentracion creciente del Atb
y luego se gréfico la absorbancia a la longitud de onda maxima de absorcién en funcién
de la concentracién de Atb. De la pendiente de la recta obtenida es posible determinar

€.
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Figura IV.5. (A) Espectros de absorcién de Cft a pH 7,4 en funcién de la concentracién molar;

(B) Absorbancia a 240 nm en funcién de la concentraciéon molar de Cft.

Tabla IV.1. Coeficientes de absorcién molar (g) de los Atb
en buffer fosfato de pH 7,4 y 10.

eM'cmlapH74 eM?cm!apH10
Amx 230 nm 8391 Amx 240 nm | 6447
270 nm 1111
Cfx 260 nm 7813 Cfx 260 nm 7380
Cft 240 nm 34162 Cft 240 nm 34624
Amp 257 nm 302 Amp 257 nm 304
Cfd 230 nm 12932 Cfd 248 nm 13536
263 nm 8305
Ctx 235nm 18850 Ctx 235nm 16164

IV-1.3. Fotodegradacion sensibilizada de los antibiéticos en presencia de RB 6 PN

La irradiacién fotosensibilizada de soluciones acuosas equilibradas con aire de los Atb

en presencia de RB (Abs5#=0,5) 6 PN (Abs3=0,5) en algunos casos produce claras

modificaciones en los espectros de absorcién de los Atb, mientras que no se observan

cambios en el espectro UV-V de los sensibilizadores.

Para ciertos Atb, como ocurre para Cft/PN a pH 10 se observa disminucién de la

bandas de absorcién a medida que aumenta el tiempo de irradiacién (Figura IV.6 A).
Para el caso de Amx/RB a pH 10 y Ctx/PN pH 7,4 (Figura IV.6 B y C) se presenta un

aumento de la absorbancia a medida que aumenta el tiempo de fot6lisis, posiblemente

{
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esto se deba a la absorcién de los productos de reaccién en la misma regién espectral
donde absorben los Atb. Ademas también se observa un punto isosbéstico para Amx a
263 nm y para Ctx a 288 nm aproximadamente, indicando la presencia de especies en
equilibrio.

En Amx/RB a pH 7,4 no se observaron cambios apreciables en los espectros de
absorcién, posiblemente debido a que la disminucién de la banda como consecuencia
de la fotolisis esté compensada por el aumento, en la misma zona, que produce la
absorcion de los fotoproductos (Figura IV.6 D).

En general, que se produzcan cambios significativos o no en los espectros de absorciéon
depende tanto de cada sustrato, como del pH del medio y la zona donde absorban los
fotoproductos.

Sin embargo, estas modificaciones observadas como consecuencia de la irradiacion,
aunque en algunos casos puede ser muy pequefia, indica la existencia de
transformaciones quimicas en los Atb como consecuencia de interacciones entre los
mismos y los estados excitados de los sensibilizadores y/o con las EROs generadas a
partir de dichos estados.

Cabe aclarar que en la fotoirradiaciéon de las soluciones conteniendo Atb/S no se
observaron cambios espectrales cuando las mismas fueron mantenidas en la oscuridad,
indicando que no hay asociacion entre sustrato y sensibilizador en el estado

fundamental.
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Figura IV.6. Evoluci6n de los espectros de absorcién en funcién del tiempo de fot6lisis para (A)
Cft vs. PN a pH 10 (B) Amx vs. RB a pH 10 (C) Ctx vs. PN a pH 7,4 y (D) Amx vs. RBa pH 7,4.
Absgp9= 0,5; Abspn35=0,5; [Amx]= 1 x104 M; [Cft]= 3 x10° M; [Cix]= 5 x105 M.
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1V-1.4. Determinacién de las velocidades relativas de consumo de oxigeno por los antibidticos
).

La cinética de fotooxidacién sensibilizada de los antibi6ticos se sigui6é a través del

consumo de oxigeno en condiciones aeré6bicas de fotoirradiaciéon utilizando el
electrodo especifico de oxigeno descripto en la seccién 2.2.1 del capitulo II.

En las Figuras IV.7 y IV.8 se muestran los graficos de consumo de oxigeno vs. tiempo
de irradiacién por los Atb obtenidos a pH 7,4 y 10 en presencia de RB 6 PN como
sensibilizador.

De dichos gréficos, las pendientes iniciales fueron determinadas con el propésito de
evaluar la velocidad de consumo de oxigeno bajo fotodegradacién sensibilizada. Los
resultados se expresan como velocidades relativas de consumo de oxigeno (v:) por los

Atb de forma comparativa en presencia de ambos sensibilizadores en la Tabla IV.2.

B -
0,0+ Amx/PN
— — -0’1
[3 £
g g
S Q 02
m pH7.4
e pH10
. . - 03 - ;
0 300 600 0 300 600
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C
0,0xg
Cfd/RB
05 —
= €
g g
Q -1.0 2
s pH74
1s5{l ® pH10
0 300 600 0 300 600

t(seg) t(seg)
Figura IV.7. Gréficos de consumo de oxigeno por los Atb en funcién del tiempo de fotélisis para

(A) Amx/RB, (B) Amx/PN, (C) Cfd/RB y (D) Cfd/PN en solucién reguladora de pH 7,4 y 10.
Absgrs™= 0,5; Abspn>5=0,5; [Atb]= 5x10~ M.
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Figura IV.8. Graficos de consumo de oxigeno por los Atb en funcién del tiempo de fot6lisis para
(A) Cx/PN, (B) Cft/PN (C) Amp/PN y (D) Ctx/PN en solucién reguladora de pH 7,4 y 10.

Absrs5= 0,5; Abspn35=0,5; [Atb]= 5x10~4¢ M.

Tabla IV.2. Velocidades relativas de consumo de oxigeno (v;) de los Atb a pH 7,4 y 10 en

presencia de RB 6 PN como sensibilizador; constantes de velocidad para la desactivaci6n total

de O, (1A,) por los Atb (ky)

Atb Vr Ve ki x107 Atb Ve Ve ky x10-7
(RB) | (PN) | Ms? (PN) (RB) | (PN) | Ms? (PN)

Amx pH74 | 003 | 029 | 090:0,04 | Amp pH74 | 083 | 10 | 040:0,02
pH 10 1,0 1,0 20,9+1,0 pH 10 1,0 0,86 0,70+0,03

Cfx pH74 1,0 1,0 14,0+0,7 Cfd pH74 0,09 0,34 1,10+0,05
pH10 0,87 0,81 1,0+0,1 pH 10 1,0 1,0 38,0+1,9

Cft pH74 0,92 0,79 6,8+0,3 Ctx pH74 1,0 0,88 5,80+0,29
pH 10 1,0 1,0 7,1+0,3 pH 10 0,97 1,0 7,30+0,36
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Cabe aclarar que los Atb cuyas velocidades relativas de consumo de oxigeno resultaron
en los mayores valores encontrados a ambos pH fueron Cft y Ctx, mientras que la
menor velocidad de consumo se observé para Amp.

En los resultados mostrados en la Tabla IV.2, se puede observar claramente que los
valores de v aumentan con el incremento del pH para Amx y Cfd indicando que el
proceso fotooxidativo se ve favorecido a pH 10 probablemente debido a la ionizacién
del grupo fenélico presente solo en las estructuras quimicas de estos dos antibi6ticos.
Esta observacion también se pone en evidencia cuando se comparan Atb
estructuralmente relacionados. Por ejemplo, la reactividad a pH alcalino se ve
significativamente aumentada para Amx y no asi para Amp, dado que la dnica
diferencia entre ambos Atb es la presencia del grupo -OH en la cadena lateral de Amx.
Lo mismo ocurre entre Cfx y Cfd, el grupo fenol se presenta en la cadena lateral del
ultimo mencionado para el cual se observa la influencia del pH.

Para Amp, Cfx, Cft y Ctx parece no haber una relacién directa entre los valores
obtenidos de v; y el pH del medio, de hecho se observa que esta variable no produce
modificaciones significativas sobre las v; .

Ademas, es importante destacar que la similitud en los valores de v: obtenidos para Cft
y Ctx podria estar indicando que la estructura quimica compartida por estos dos Atb es
la responsable del comportamiento observado independientemente de la cadena lateral
que los diferencia.

De la comparacién entre las v: obtenidas con RB y PN que se muestran en la Tabla
IV.2, se encontraron diferencias que podrian estar indicando que los mecanismos de
reaccién o las EROs fotogeneradas involucradas son diferentes en presencia de uno u
otro sensibilizador. Por esta razén se abord6 un estudio sistematico que consisti6é en
evaluar posibles interacciones de los estados excitados de los sensibilizadores RB y PN
con los Atb y las diferentes EROs que se puedan estar generando en cada caso, como se

explica en la siguiente seccién.

IV-1.5. Interaccidn de los estados excitados del sensibilizador con los antibidticos

La desactivacién del estado singlete excitado de RB (1RB*) por los Atb no pudo ser
detectada en solucién acuosa, debido principalmente a que en este solvente el tiempo
de vida de 'RB* resulta muy bajo, del orden de los picosegundos?, por lo que esta
especie excitada no puede ser interceptada por los Atb en el rango de concentraciones

utilizadas (por encima de 10 mM).

( |
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Se puede considerar entonces que el proceso de desactivaciéon de 'RB* no es
significativo, bajo las condiciones experimentales empleadas en los ensayos de
fotodegradacion (0,5 mM). _

La desapariciéon del estado triplete excitado de RB, 3RB*, en solucién reguladora
generado por un pulso laser a 532 nm en ausencia de oxigeno, fue seguida por el
decaimiento de primer orden de la absorbancia a 650 nmn mediante la técnica de LFF
descripta en la seccién 2.3.2.2 del capitulo II, observandose una disminucién apreciable
del tiempo de vida de dicha especie en presencia de los Atb. Las trazas de decaimiento
se tomaron a dicha longitud de onda, dado que en esta regién, la interferencia debido a
otras especies transitorias de RB (RB*- y RB**) es despreciable?9.

Se determinaron los tiempos de vida de 3RB* en ausencia (3t) y en presencia (3t) de
distintas concentraciones de los Atb y mediante un tratamiento de Stern-Volmer se
obtuvieron los valores de las constantes de velocidad bimoleculares, 3kg, que
cuantifican la interaccién 3RB*-Atb. Los resultados obtenidos se incluyen para todos los
Atb en la Tabla IV.3 a los dos valores de pH estudiados. En la Figura IV.9 se muestran

los graficos de Stern-Volmer para ciertos Atb a modo representativo.

A B
® ® pH74 P m pH74
0,025 - "
e pH10 0,032 = . pH1D
w» L
0020f ¢ o
o ot 0,024
- ® ~ ™
0,0154 ® e idka
0,016 r’r»)‘"
0,0 1.0x10*  2,0x10* 0.0 1,0x10*  2,0x10"
[Amx] [Cfd]

Figura IV.9. Gréficos de Stern-Volmer para la desactivacion del estado triplete excitado de RB
por (A) Amx y (B) Cfd en solucién reguladora de pH 7,4 y 10. Absgs>2=0,3.
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Tabla IV.3. Constantes de velocidad para la desactivacién del estado triplete
excitado de RB por los Atb (3ky).

Atb kg x107M-s1 | Atb 3kq x107 M
Amx pH 7,4 2,101 Amp pH 7,4 N.O.

pH 10 19,0£0,9 pH 10 1,840,1
Cfx pH74 1,540,1 Cfd pH74 2,20+0,11

pH 10 2,3040,11 pH 10 28,0+1,4
Cft pH74 N.O. Ctx pH74 N.O.

pH 10 2,40+0,12 pH 10 3,20+0,16

N.O.=no se observ6 desactivacién del estado triplete excitado de RB hasta una
concentracion de Atb=2x103M.

A partir de los valores obtenidos para 3k, que se muestran en la Tabla IV.3 se puede
decir que efectivamente existe interaccién entre los Atb y el 3RB*.

Por otro lado, la interaccién del estado electrénico singlete excitado de PN (1PN¥)
puede ser ignorada al igual que para 'RB*. Este colorante es una cetona aromatica de
caracter no fluorescente debido a que sufre un rdpido cruzamiento de sistemas al
estado triplete excitado 3PN*. Como consecuencia, el estado 3PN* es poblado en una
escala de tiempo del orden de los sub-nanosegundos con una eficiencia del 100%
aproximadamenteé?. Por lo tanto deben ser considerados solo los procesos que ocurren
desde el estado 3PN*.

La amplitud de la sefial para la generaciéon de O (1Ag) empleando PN como un
fotosensibilizador se mantuvo invariable tanto en ausencia como en presencia de los
Atb en el intervalo de concentracién empleado (hasta 0,5 mM), como se muestra a
modo de ejemplo en la Figura IV.10 en ausencia y presencia de 1 x104 M de Cft. Esta
evidencia experimental permite descartar la interaccién Atb-3PN*, en las condiciones
de trabajo. Podriamos decir entonces que en la fotodegradacién sensibilizada por PN

de los Atb opera un mecanismo mediado exclusivamente por Oz (1A).
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Figura IV.10. Decaimiento de la fosforescencia de O ('Ag) a 1270 nm en ausencia y presencia de

1 x104M de Cfta pD 10.

Para obtener mas detalles acerca del mecanismo de reaccién, para RB se investig6 la

participacién en la fotodegradacién de los Atb de las diferentes EROs.

IV-1.6. Participacién de las diferentes EROs en la fotodegradacion sensibilizada por RB

Con el objetivo de poder discernir que EROs estarian involucradas en el proceso
fotooxidativo, se realizaron experimentos de consumo de oxigeno en presencia de
inhibidores especificos de tales especies. Se utilizé6 NaN3 y SOD como inhibidores
especificos de O, (1Ag) y O™, respectivamente20.2l, Amx y Cfx fueron los Atb
seleccionados para este ensayo como representantes de la familia de las penicilinas y
cefalosporinas, respectivamente. En las Figura IV.11 se muestran gréficos
representativos de los cambios producidos en la velocidad de consumo de oxigeno de
Amx y Cfx a pH 10 y 74 respectivamente en presencia y ausencia de dichos
inhibidores. En la Tabla IV.4 se incluyen los valores obtenidos para las velocidades
relativas, calculadas como la relacién entre la velocidad de consumo de oxigeno por el

Atb en presencia del inhibidor y en ausencia del mismo (Vinn/ Vo).
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Figura IV.11. Consumo de oxigeno por (A) Amx a pH 10 y (B) Cfx a pH 74 sensibilizado por
RB, en ausencia y en presencia de NaN3 y SOD. Absgg®= 0,5; [Atb]= 5 x10¢ M; [NaNs]=1 mM;
[SOD]= 1mg/100 mL.

Tabla IV.4. Velocidades relativas de consumo de oxigeno del sistema
Atb/RB/solucién reguladora de pH 7,4 y 10 en ausencia y presencia de
inhibidores especificos (Vinn/ Vo). NaN3 (1 mM), SOD (1 mg%)

Atb Vinh/ Vo Atb Vinh/ Vo
pH74 | pH10 pH74 pH 10
Amx 1,0 1,0 Cfx 1,0 1,0
Amx + NaNs 1,0 0,1 Cfx + NaN3 1,0 1,0
Amx +SOD 2,2 1,0 Cfx + SOD 16 1,7

Para Amx a pH 10 se observ6 que el agregado de NaNj; produce una disminucién en la
velocidad de la reaccién mientras que no se vié efecto con el agregado de SOD, este
resultado podria sugerir la participacion de la especie Oz (1Ag) en la fotodegradacion de
este Atb y a este pH, mientras que la especie O™ en principio no estaria involucrada.
Por el contrario a pH 7,4, el efecto sobre la velocidad de consumo de oxigeno se
presenta en presencia de SOD, no asi en presencia de NaN3 sugiriendo entonces la
participacién de Oz°- en el mecanismo de fotodegradacién.

Para Cfx tanto a pH 7,4 como a pH 10 se observé que el agregado de NaNs no produce
efecto en la velocidad de consumo de oxigeno sensibilizada por RB, con lo cual se
podria decir que O (1A;) no estaria involucrado en la fotodegradacién de este Atb, a

ambos pH. Si se observ6 efecto con el agregado de SOD, lo cual confirmaria la
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participacion de la especie O;™ en dicho proceso.

Estos resultados sugieren que en presencia de RB, tanto O (1A;) como O™ son
generados y pueden participar de la fotodegradacién de los Atb.

Cabe aclarar que el tiempo de vida de O; (1Ag) no sufre variaciones con la concentracién

de SOD utilizada en esta experiencia.

Con el propésito de evaluar la contribucién solo de la especie O: (1Ag) en el proceso
fotodegradativo de los sustratos estudiados, se escogié PN como sensibilizador para la

determinacion de la constante de desactivacion total de dicha especie por los Atb (k).

IV-1.7. Determinacion de las constantes de velocidad de desactivacion total de O; ('A;) por los
Atb
Los valores de k: (ke=k; + kq) fueron determinados mediante la técnica de TRPD para

Amx, Cfx, Cfd, Cft y Ctx a pD 7,4 y 10 mientras que para Amp se determiné por el
método de fotolisis estacionaria descripto en las seccién 2.3.1 del capitulo II. Los
resultados obtenidos se incluyen en la Tabla IV.2.

En la Figura IV.12 se presentan los gréficos de Stern-Volmer para la determinacién de
dicha constante por TRPD. En la Figura IV.13 se muestra el grafico de dobles
reciprocas para la determinacién de k; para Amp la cual se realizé por este método
dado que, por dificultades experimentales, en el intervalo de concentraciones utilizado
en las medidas de TRPD no fue posible detectar cambios significativos en el 1 de
Oz (1Ag). Cabe aclarar que se midié dicho t en ausencia y en presencia de 2 x10-3 M de
Amp y luego se utiliz6 la ecuacién 4 (seccién 2.3.1, capitulo II) para el calculo de k,
dando valores del orden de los determinados por el método de dobles reciprocas.
Como se mencion6 previamente, esta metodologia puede ser aplicada solamente en
aquellos casos en donde no existe interaccién entre el estado triplete del sensibilizador
y el sustrato. Dado que no se encontraron evidencias de interaccién entre 3PN* y el Atb,
el método de dobles reciprocas resulta un método valido para determinar k; en el caso

de Amp.
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Figura IV.13. Gréfico de dobles reciprocas para la determinaci6n de k; para Amp
a pH 7,4 y 10. Abspn35= 0,5.

Como se observa en la Tabla IV.2 los valores de k; aumentan con el incremento del pH
para Amx y Cfd indicando que el proceso fotooxidativo se ve favorecido en medio
alcalino debido a que el grupo fenol presente solo en la cadena lateral de estos Atb se
encuentra ionizado a pD 10 y consecuentemente la reactividad frente a O(1Ap)
aumenta, resultados semejantes se obtuvieron en los valores de v;. En los demas Atb
este efecto del pH no fue observado. Para Cfx, el mayor valor de k: se present6 a pD
74.

Nuevamente, al igual que en lo observado en las v, para Cft y Ctx los valores de k;
obtenidos resultaron muy semejantes indicando posiblemente que la cadena lateral que
diferencia a estos dos Atb aparentemente no estaria involucrada en la reactividad de

los mismos frente a Oz (1Ay).

IV-1.8. Andlisis de Fotoproductos

La determinacién de los fotoproductos se realiz6 con el objetivo de dilucidar la
naturaleza de los compuestos generados como consecuencia de la degradacién de los
Atb bajo fotooxidacién sensibilizada.

Los resultados obtenidos para la deteccioén e identificacién de los fotoproductos por
HPLC-masa para Amx y Cfx, Atb representativos de penicilinas y cefalosporinas

respectivamente, se muestran en la siguiente tabla.
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Tabla IV.5. Andlisis por HPLC-masa para los productos de degradacion
fotosensibilizada de Amx (fotolizada 5 horas) y Cfx (fotolizada 1 hora) a pH 7,4;
[Atb]= 2 mM; t~= tiempo de retencién; peso molecular de Amx (Mamx)= 365; peso
molecular de Cfx (Mce)= 347. ND: no detectado.

Antibiotico  tg (min) [M-HJ- [M + HJ' Asignacion
Amx 3,1-34 364 366 Mams
3,1-34 424 426 Mams + 2(45) - 2(15)
3,1-34 N.D 442 Mams+ 2(45) - 2(15) + (17)
Cfx 5,1-6,9 346 ND M
5,1-6,9 392 N.D Mo+ (45) - (15) + (17)
5,1-6,9 408 ND  Mcn+ (45) - (15) + 2(17)
5,1-6,9 424 N.D Mo+ (45) - (15) + 3(17)

El analisis por HPLC-masa de las soluciones de los Atb, irradiadas en presencia de RB
durante 5 horas para el caso de Amx y durante 1 hora para Cfx, indica que los
productos resultan de la oxidacién de los grupos -CHjs, del anillo B lactAmico, a -COOH
y posterior adiciéon de atomos de oxigeno al anillo aromatico presente en la cadena
lateral de los Atb.

Asi mismo, se produce la entrada de un grupo -OH para el caso de Amx mientras que
en el caso de Cfx se incorporan tres grupos -OH en el anillo aromaético. Idénticos
resultados fueron obtenidos para Amx a pH alcalino.

Cabe destacar que la presencia del Atb (compuesto con el mismo valor de M) en las
mezclas analizadas indica que el sustrato no se degrada totalmente bajo las condiciones
experimentales utilizadas. Este hecho es de gran importancia teniendo en cuenta la
funcién farmacolégica de los sustratos en estudio.

Las estructuras quimicas tentativas detectadas en el andlisis se muestran en la Figura
IV.14. Ademas se incluye el posible mecanismo de ataque de oxigeno al anillo
aromatico y al grupo metilo presentes en los compuestos analizados, a modo de

ejemplo para el antibi6tico Amx (Figura I'V.15).
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metilo, presentes en la estructura quimica de Amx.

IV-2. DISCUSION

El colorante RB es, probablemente el fotosensibilizador méas empleado en reacciones de
fotooxidacién que involucran O (1Ag), sin embargo, los resultados obtenidos indicarian
que no representa un buen sensibilizador para estudiar la cinética del proceso
fotodegradativo de los sustratos seleccionados por la especie reactiva Ox(1Ag)
unicamente.

Si bien RB sensibiliza la fotooxidacién de los Atb como demuestran los experimentos

de consumo de oxigeno, por otro lado las diferencias en las v; encontradas en presencia
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de este colorante y en presencia de PN, un generador exclusivo de Oz (1Ag)7, claramente
indican interacciones quimicas entre los sustratos y los estados excitados de RB y/o
con las especies reactivas de oxigeno generadas a partir de dichos estados.
Confirmando esta observacién, los ensayos en presencia de inhibidores también
evidencian que el proceso fotodegradativo en presencia de RB es netamente diferente
al que ocurre cuando PN sensibiliza la fotooxidacién de los Atb, es decir ademas de
Oz (1A;) otras EROs pueden estar involucradas.
Cuando RB esta presente, el agregado de NaNj; frena radicalmente la velocidad de
consumo de oxigeno por parte de Amx a pH 10 indicando la participacién de O (1Az)
en la fotodegradacién, mientras que el agregado de SOD no produce ningun efecto.
Por otro lado para Amx a pH 7,4 y Cfx a pH 7,4 y 10 el agregado de NaN3; no modifica
la velocidad de consumo de oxigeno mientras que el agregado de SOD la acelera,
sugiriendo la presencia de O,". Se sabe que SOD puede inhibir o estimular la oxidacién
mediada por O:™ dependiendo del sustrato?. Para los Atb anteriormente mencionados
el aumento en la velocidad de consumo de oxigeno podria explicarse ya que SOD
inhibe especificamente a O2™, pero como consecuencia de la dismutacién de esta
especie reactiva aparece como producto H,O,, otra EROs que puede contribuir al

consumo de oxigeno, la reaccién involucrada se muestra a continuacion:

20,7 +2H"+SOD — 0,(°z;) +H,0, + SOD

Los resultados obtenidos evidencian que tanto Oz (1A;) como O™ son generados en
presencia de RB como sensibilizador, mientras que solo O: (Ag) es generado en
presencia de PN23. Es decir, la fotodegradacién de los Atb empleando RB como
sensibilizador puede incluir la participacién de Oz (1Ag) generado por transferencia de
energia desde el estado excitado triplete de RB al oxigeno en estado fundamental, y/o
de O, formado por transferencia irreversible de electrones desde el estado excitado
triplete de RB al oxigeno en estado fundamental. Luego, el O (1A;) generado puede
decaer al estado fundamental por colisiones con moléculas de solvente e interaccionar
de forma quimica y/ o fisica con los sustratos presentes en el medio, por otro lado, O™
es capaz de intervenir en una serie de reacciones de oxido-reduccién siendo su
principal destino la desproporcién a HO, en medio acido?.

La generacién de O™ por parte del colorante sintético RB no es un hallazgo novedoso,

Lee y Rodgerds® reportaron en 1987 que la inhibicién del estado triplete de RB por
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oxigeno molecular en su estado fundamental conduce a aproximadamente a un 75% de
O2('Ag) y un 20% de O>™. Resultados similares fueron obtenidos en la fotodegradacién
sensibilizada por RB de tript6fano y esteres derivados3? y en la fotodegradacién de ay
quimotripsinal®,
Cabe aclarar que, aunque los valores obtenidos para la desactivacién del estado triplete
excitado de RB, 3k, resultaron significativos (Tabla 3), el analisis cinético indica que en
todos los casos estudiados 3kq [Atb] << ker [O2(Zg)] (con ker =1/9 del valor
difusional?s; [Oz(Zg)] = 0,2 mM; [Atb] = 0,5 mM). Es decir, la velocidad de generacion
de O; (1Ag) supera a la de desactivacién de 3RB* por los Atb, de manera que las
reacciones que puedan desencadenarse a partir de la interaccién 3RB*-Atb pueden no
ser tenidas en cuenta.
En cuanto los valores de v: y k: obtenidos al aumentar el pH del medio, para los Atb
Amx y Cfd un incremento significativo fue observado, no asi para los demas Atb.
Como ha sido observado previamente?6-2, los valores de k: (k; + kq) incrementan en
compuestos aromaticos que presentan sustituyentes dadores de electrones, tales como
OH y NHo.. El grupo NH: favorece la desactivacion fisica (kq) de O2 (1Ag)?9, al igual que
el grupo OH fendlico no ionizado3.31 mientras que el grupo OH en su forma ionizada
promueve la desactivacién quimica de Oz (1Ag)32.
De manera que, para Amx y Cfd, el elevado valor de v: y k: podrian estar indicando
que el proceso fotooxidativo en presencia de PN y mediado por O;(1A) es favorecido a
pH 10 debido a la ionizacién del grupo fendlico presente solo en las estructuras
quimicas de estos dos antibi6ticos.
Los resultados obtenidos en el presente trabajo, al igual que aquellos reportados para
reacciones bimoleculares entre O, (1A;) y varios compuestos, pueden ser explicados a
través de un mecanismo que involucra un complejo de encuentro con carécter parcial

de transferencia de carga actuando el O(1A;) como aceptor de electrones33- 3, el cual se

estabiliza en presencia de grupos dadores de electrones y puede desactivarse por

reaccién quimica (ki) y/o fisica (kq), tal como se presenta en el esquema a continuacién:

1 ___qf
Oy(a) + A =—=
K_gif

[O,(1A,)-A] ——k-r-—b productos oxidados

(0,0, )-Al Koy 0,0z,) + A
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Gorman et. al 343536 postula que la fotooxidacién de compuestos tales como fenoles?,
indoles?4, furanos3, éteres enolicos?, alquenos y aminas3, procede a través de este
mecanismo el cual se forma de manera irreversible cuando (k: + kisc) >> k_air 0 cumple
con la condicién limite de pre-equilibrio cuando kit >> (kr + kisc).
En el mecanismo postulado el proceso de desactivacion fisica (kq) proviene de un cruce
entre sistemas inducido por un acoplamiento espin-6rbita dentro del complejo. El
balance entre kisc y ki es sensible a la funcién de acoplamiento espin-6rbita y a factores
de entropia 3435,
Naturalmente, dada la capacidad de transferencia de carga que ha sido propuesto para
el complejo de encuentro, tanto su formacién como su desactivacién dependera de la
capacidad dadora de electrones del sustrato, debido a que este factor puede modificar
las restricciones de entropia en el estado de transicién y/o los requerimientos de
reorganizacién del solvente?’.
Por otra parte, cuanto mejor dador de electrones sea un grupo, mas favorecido estara el
ataque electrofilico por O: (A;), méas pronunciado seré el caracter de transferencia de
carga dentro del complejo y por lo tanto mayor sera la probabilidad de separacién de
carga en el encuentro que conducira a reaccién quimica y por lo tanto la formacién de
productos oxidados38.
En cuanto a los fotoproductos obtenidos por el estudio de HPLC-masa, se encontr62
que los mismos provienen de la oxidacién de los grupos -CHs, del anillo p lactamico, a
-COOH y posterior adicién de 4tomos de oxigeno al anillo aromético que compone las
cadenas laterales de los Atb. Estas evidencias sugieren que especies reactivas de
oxigeno son generadas en presencia del sensibilizador y oxigeno, y las mismas son
capaces de reaccionar quimicamente con los Atb para dar productos oxidados por
mecanismos que posiblemente involucren solo la incorporacién de oxigeno a la
molécula mediante una serie de reacciones en las que se generan y participan maltiples
especies radicalarias.
En general, se sabe que los compuestos fen6licos reaccionan con especies reactivas de
oxigeno dando quinonas y/o compuestos polihidroxilados?.3%. Resultados similares
fueron obtenidos en la evaluacién de fotoproductos del compuesto estrogénico B
estradiol luego de la fotodegradacién sensibilizada en presencia de RB40,
Por otro lado, productos similares para la degradaciéon de Amx y otras penicilinas
fueron obtenidos en presencia del radical OH* generado por radiélisis y. Los mismos

presentaban grupos -OH adicionados en el anillo aromético de la cadena lateral de

flzo}
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estos antibi6ticos4!. Por el mecanismo de Foto-Fenton, ademas de la hidroxilacién del
anillo aromatico de Amx, se encontr6 apertura del anillo § lactamico seguido de la
oxidacion de los grupos CHz%2, mientras que por ozonizaciébn se obtuvieron
intermediarios hidroxiderivados por ataque del ozono al anillo aromatico de Amx, no

hallandose evidencias de ataque a otras partes de la molécula43.

IV-3. CONCLUSIONES

. Los resultados obtenidos y discutidos en este capitulo demuestran que tanto RB
como PN son colorantes sintéticos capaces de fotosensibilizar la degradacion oxidativa
de los Atb 3 lactdmicos estudiados.

. En presencia de RB la fotodegradacién puede darse por la participacién de las
especies Oz (1Ag) y O2™-. O2 (1Ag) es generado por transferencia de energia desde el
estado excitado triplete de RB al oxigeno en estado fundamental, mientras que O2™ es
formado por transferencia irreversible de electrones desde el estado excitado triplete
de RB al oxigeno en estado fundamental. Por otro lado solo O (1Ag) esta involucrado en
la fotodegradacion de los Atb en presencia de PN como sensibilizador.

o El proceso fotooxidativo en presencia de PN y mediado por O(1A;) es
favorecido a pH alcalino para Amoxicilina y Cefadroxil debido a la ionizacién del
grupo fenodlico presente solo en las estructuras quimicas de estos antibiéticos, mientras
que no se observé efecto del pH en la reactividad frente a Oz(1A;) por lo demaés
antibiéticos estudiados.

o La reaccién de fotooxidacién entre Oy(!Ag) y los Atb puede ser explicada a
través de un mecanismo que involucra un complejo de encuentro con carécter parcial
de transferencia de carga, actuando el O(1A;) como aceptor de electrones, el cual se
estabiliza en presencia de grupos dadores de electrones y puede desactivarse por
reaccién quimica y /o fisica.

. Los fotoproductos obtenidos para Amoxicilina y Cefalexina provienen de la
oxidacion de los grupos -CHs, del anillo B lactamico, a ~-COOH y posterior adicién de

atomos de oxigeno en el anillo aromético que poseen los Atb en su cadena lateral.

121

~~
\-‘-l




TESIS DOCTORAL. MIC. EUGENIA REYNOSO CAPITULO IV. FOTODEGRADACION SENSIBILIZADA DE
ANTIBIOTICOS EN PRESENCIA DE RB Y PN

IV-4. REFERENCIAS

1. Martinez G., Bertolotti S. G., Zimerman O. E., Martire D. O., Braslavsky S. E., Garcia N. A. A
Kinetic study of photodynamic properties of the xanthene dye merbromin (mercurochrome)
and its aggregates with amino acids in aqueous solutions. J. Photochemistry and Photobiology B.
Biology (1993) 17: 247.

2. Neckers D. C. Rose Bengal. . Photochemistry and Photobiology A: Chemistry (1989) 47:1.

3. Criado S, Bertolotti SG, Garcia NA. Kinetics aspects of the rose bengal-sensitized photo-
oxygenation of tryptophan alkyl esters. Ground state and photopromoted dye-tryptophan
derivative interactions. J. Photochemistry and Photobiology B: Biology (1996) 34:79.

4. Theodossiou T., Hothersall J. S., Woods E. A., Okkenhaug K., Jacoson J., Mac Robert A. Firefly
Luciferin-activated Rose Bengal In Vitro Photodynamic Therapy by Intracellular
Chemiluminescence in Transgenic NIH 3T3 Cells. J. Cancer Research (2003) 63:1818.

5. Frimer A. A. Singlet Oxygen. CRC Press, Boca Raton (1985).

6. Oliveros E., Suardi-Murasecco P., Aminian-Saghafi T., Braun A. M., Hanseu H. J. 1H-
Phenalen- 1 -one : Photophysical Properties and Singlet-Oxygen Production. Helvetica Chimica
Acta (1991) 74:79.

7. Nonell S., Gonzilez M., Trull F. R. H-phenalen-1-ona-2-sulfonic acid: an extremely efficient
singlet oxigen sensitizer for aqueous media. Afinidad (1993) 448: 445.

8. Srinivasan V. S., Podolski D., Westrick N. J., Neckers D. C. Photochemical generation of O,*-
by rose Bengal and Ru(bpy)s 2*. ]. American Chemical Society (1978) 100:61.

9. Lee P. C. C, Rodgers M. A. ]J. Laser flash photokinetic studies of rose Bengal sensitized
photodynamic interactions of nucleotides and DNA. Photochemistry and Photobiology (1987)
45:79.

10. Posadaz A. C. Estudio cinético de procesos fotosensibilizados, mediados por oxigeno
singlete, en derivados de aminoéacidos, péptidos y proteinas. Tesis Doctoral en Ciencias Quimicas
(2006)

11. Litter M. Farmacologia Experimental y Clinica. Sexta Edicién, Editorial El Ateneo, Bs. As,,
Argentina (1980)

12. Connors K. A., Amidon G. L., Stella j. V. Chemical stability of pharmaceuticals: a handbook
for pharmacists, part two: stability monographs. Wiley, New York (1986)

13. Chemie V. F. New Methods for Determination of B-lactam Antibiotics by Means of Diffuse
Reflectance Spectroscopy using Polyurethane Foam as a Sorbent. Ph.D. Thesis. Duisburg
University (2005)

14. Mensa J., Gatell M. J., Azanza J. R., Dominguez Gil A., Garcfa J. E., Jiménez de Anta M. T.,
Prats G. Guia terapéutica Antimicrobiana. Décimo Octava Edicién, Elsevier Masson, Barcelona
(2008)




TEesis DOCTORAL. MiC. EUGENIA REYNOSO CAPITULO IV. FOTODEGRADACION SENSIBILIZADA DE
ANTIBIOTICOS EN PRESENCIA DE RB Y PN

15. Budavari S. The Merck Index. Thirteenth Edition, Merck and Co., Inc., Rahway, N. J. (2001)
16. Quanyun A. Xu, Lawrence A. Trissel. Stability-indicating HPLC methods for drug analysis.
Third Edition, Pharmaceutical Pr. (2008)

17. Rozas O., Contreras D., Mondaca M. A,, Pérez-Moya M., Mansilla H. D. Experimental design
of Fenton and photo-Fenton reactions for the treatment of ampicillin solutions. . Hazardous
Materials (2010) 177:1025.

18. Rossiter B. W., Baetzold R. C. (Eds), Physical Methods of Chemistry, Vol VIII, John Wiley &
Sons, Inc., New York (1993)

19. Wintgens V., Scaiano J. C., Linden S. M., Neckers D. C. Transient phenomena in the laser
flash photolysis of Rose Bengal C-2' ethyl ester C-6 sodium salt. J. Organic Chemistry (1989)
54:5242.

20. Wilkinson F., Herman W. P., Ross A. B. Rate constants for the decay and reactions of the
lowest electronically excited singlet state of molecular oxygen in solution. An expanded and
revised compilation. J. Physical Chemistry (1995) 24: 663.

21. Criado S, Bertolotti S. G, Garcia N. A. Kinetics aspects of the rose bengal-sensitized photo-
oxygenation of tryptophan alkyl esters. |. Photochemistry and Photobiology B: Biology (1996) 34: 79.
22. Afanas’ev 1. B. Superoxide ion: Chemistry and Biological implications. CRC, Boca Ratén,
Florida (1989)

23. Reynoso E., Nesci A., Allegretti P., Criado S., Biasutti M.A. Kinetic and mechanistic aspects
of sensitized photodegradation of P-lactam antibiotics: Microbiological implications. Redox
Report (2012) 17:275.

24. Rizzuto F., Spikes ]J. D. The eosin-sensitized photooxidation of substituted phenylalanine
and tyrosine. Photochemistry and Photobiology (1977) 25:465.

25. Koizumi M., Kato S., Mataga N., Matsuura T., Isui 1. Photosensitized Reactions. Kagakudogin,
Kyoto. (1978)

26. Garcia N. A., Amat-Guerri F. Photodegradation of hydroxylated N-heteroaromatic derivates
in natural-like aquatic environments. A review of kinetic data of pesticida model compounds.
Chemosphere (2005) 59: 1067.

27. Garcia N. A. New trends in Photobiology: singlet-molecular-oxygen mediated
photodegradation of aquatic phenolic pollutants. A kinetics and mechanistic overview. J.
Photochemistry and Photobiology B: Biology (1994) 22:185.

28. Soltermann A. T. Biasutti M. A. Carrascoso M. Amat-Guerri F.,, Garcia N.A.
Monosubstituted naphthalenes as quenchers and generators of singlet molecular oxygen. J.
Photochemistry and Photobiology A: Chemistry (1999) 129: 25.

29. Wilkinson F., Brummer J. G. Rate constants for the decay and reactions of the lowest
electronically excited state of molecular oxygen in solution. . Physical Chemistry (1981) 10:809.

{ 1 )
— 2}




TEesIs DOCTORAL. MIC. EUGENIA REYNOSO CAPITULO IV. FOTODEGRADACION SENSIBILIZADA DE
ANTIBIOTICOS EN PRESENCIA DE RB Y PN

30. Okamoto K. I, Hondo F., Itayamand A., Kusabayashi S. Kinetics of dye sensitized
photodegradation of aqueous phenol. ]. Chemical Engineering of Japan (1982) 15:368.

31. Pizzocaro C., Bolte M., Hoffman M. Z. ]. Photochemistry and Photobiology A: Chemistry (1992)
68:115.

32. Bertolotti S. G., Garcia N. A., Arguello G. Effect of the peptide bond on the singlet molecular
oxygen-mediated photooxidation of tyrosine and tryptophan dipeptides. A kinetic study. ].
Photochemistry and Photobiology B: Biology (1991) 10:57.

33. Bellus D. Singlet Oxygen. Reactions with Organic Compounds and Polymers. Ranby B,
Rabek J. F. (Eds), Jhon Wiley and Sons, New York (1978)

34. Gorman A. A., Lovering G., Rodgers M. A. J. The Entropy-Controlled Reactivity of Singlet
Oxygen (1Ag) toward Furans and Indoles in Toluene. A Variable-Temperature study by Pulse
Radiolysis. J. American Chemical Society (1979) 101:3050.

35. Gorman A. A, Gould 1. R,, Hamblett 1., Standen M. C. Reversible Exciplex Formation
between Singlet Oxygen, 1Ag , and Vitamin E. solvent and Temperature Effects. J. American
Chemical Society (1984) 106:6956.

36. Gorman A. A., Hamblett 1., Lambert C., Spencer B., Standen M. C. Identification of both
Preequilibrium and Diffusion limits for Reaction of Singlet Oxygen, O,'A;, with Both Physical
and chemical quenchers: Variable-Temperature, Time-Resolved Infrared Luminescence Studies.
J. American Chemical Society (1988) 110:8053.

37. Gorman A. A., Gould 1. R, Hamblett I. Time-Resolved Study of solvent and Temperature
Dependence of singlet Oxygen (1Ag) Reactivity toward Enol Ethers: Reactivity Parameters
Typical of Rapid Reversible Exciplex Formation. ]. American Chemical Society (1982) 104:7098

38. Criado S. N. Fotooxidaciones sensibilizadas de compuestos de importancia biolégica. Tesis
Doctoral en Ciencias Quimicas (1997)

39. Barbieri Y., Massad W., Diaz D., Sanz J., Amat-Guerri F., Garcia N. A. Photodegradation of
bisphenol A and related compounds under natural-like conditions in the presence of Riboflavin:
Kinetics, Mechanism and Photoproducts. Chemosphere (2008) 73:564.

40. Diaz M., Luiz M., Alegretti P., Furlong J., Amat-Guerri F., Massad W., Criado S., Garcfa N.
A. Visible-light-mediated photodegradation of 17p-estardiol: Kinetics, Mechanism and
Photoproducts. J. Photochemistry and Photobiology A: Chemistry (2009) 202:221.

41. Song W., Chen W., Cooper W. ., Greaves ]., Miller G. E. Free-Radical Destruction of p-
Lactam Antibiotics in Aqueous Solution. J. Physical Chemistry A (2008) 112: 7411.

{ 124

et




Tesis DOCTORAL. MiIC. EUGENIA REYNOSO CAPITULO IV. FOTODEGRADACION SENSIBILIZADA DE
ANTIBIOTICOS EN PRESENCIA DE RB Y PN

42. Trové A. G., Pupo Nogueira R., Aguera A., Fernandez-Alba A. R., Malato 5. Degradation of
the antibiotic amoxicillin by photo-Fenton process e Chemical and toxicological assessment.
Water Research (2011) 45:1394.

43. Andreozzi R.,, Canterino M., Marotta R., Paxeus N. Antibiotic removal from wastewaters:
The ozonation of amoxicillin. ]. Hazardous Materials (2005) 122:243.

125

—
=




CAPITULOV.

FOTODEGRADACION SENSIBILIZADA DE
ANTIBIOTICOS EN PRESENCIA

DE RF (VIT. B2)

V.1. RESULTADOS

V.1.1. Caracteristicas del sensibilizador empleado
El pigmento natural Riboflavina (Rf) o vitamina B2 fue elegido como sensibilizador

para este trabajo de Tesis, debido a que es capaz de absorber luz visible y
fotosensibilizar la degradacién de un amplio rango de sustratos via radicales libres
{Mecanismo Tipo I) o mediados por O2(1Ag) (Mecanismo tipo II)1.

Rf es una vitamina de complejo B que pertenece al grupo de pigmentos amarillos
fluorescentes llamados Flavinas, su presencia en los seres vivos resulta indispensable,
es requerida para una amplia variedad de procesos celulares, principalmente aquellos
relacionados con el metabolismo energético2.

Esta vitamina, presente end6genamente en todos los organismos vivos® y
practicamente en todos los tipos de agua de superficiet, es conocida por la oxidacién,
promovida por luz visible, sobre sustratos de interés biol6gico, médico y ambiental5.¢.7.
Es importante tener en cuenta que Rf resulta sensible a la acci6on de la luz. La
naturaleza y la magnitud de las reacciones fotoquimicas que ocurren como
consecuencia de la interaccién entre la luz y Rf dependen de varios factores tales como
la polaridad del solvente8, el pH del medio?10, tipo y composicién del buffers.11.12,
fuerza i6nica13, contenido de oxigeno®14, intensidad de la luz y longitud de onda151¢ y
pueden proceder a través de la participacién del estado singlete o triplete excitado®17
de la vitamina.

En los experimentos en presencia de Rf se trabaj6 a pH 7,4 dado que la
fotodegradacién de este colorante varia considerablemente con el pH del medio. Otros
autores han demostrado!® que a valores de pH cercanos a 10 la velocidad de
degradacién es mucho mayor que a valores de pH ligeramente neutros, en los cuales se

logran soluciones de Rf més estables a la luz.
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En la Figura V.1 se muestra el espectro de absorcién del colorante Rf en solucién
reguladora de pH 7,4. Se observan dos bandas en la regién visible del espectro una
aproximadamente a 375 nm y la otra a 445 nm, siendo esta tltima, la banda que
presenta la mayor absorcién en la regién del espectro mencionada. En el apéndice I del

capitulo VIII se incluye la estructura quimica de este sensibilizador.

200 300 400 500
A (nm)
Figura V.1. Espectro de absorci6én normalizado del sensibilizador Rf a pH 7,4.

Los valores de pKa informados en bibliografia para este colorante son 1,7 y 10,218 de
manera que, al valor de pH estudiado (7,4), Rf se presenta sin carga neta.

V-1.2. Fotodegradacion sensibilizada de los antibidticos en presencia de Rf

Los sustratos seleccionados para este estudio fueron los antibitticos  lactamicos

mencionados y caracterizados en el capitulo anterior.

La irradiacién con luz visible de la mezcla Atb/Rf en solucién reguladora de pH 7,4
produce cambios en el espectro de absorcién de la solucién. Estos cambios no pueden
ser solo atribuidos a la fotodescomposicion del Atb ya que Rf también sufre
degradacion por luz, de manera que, las modificaciones espectrales como consecuencia
de la irradiacién son atribuidas a las transformaciones quimicas en ambos, Atb y
sensibilizador.

En las Figuras V.2 y V.3 se muestra la evolucién de los espectros de absorcién de los
Atb en funcién del tiempo de irradiacién en presencia de Rf como sensibilizador.

Cabe aclarar que en la fotoirradiacién de las soluciones conteniendo Atb/Rf no se
observaron cambios espectrales cuando las mismas fueron mantenidas en la oscuridad,
indicando que no hay asociacién entre sustrato y sensibilizador en el estado

fundamental.
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Figura V.2. Cambios en los espectros de absorcién de los Atb en funcién del tiempo de
irradiacién para (A) Amx/Rf vs. Rf (B) Cfx/Rf vs. Rf, (C) Cft/Rf vs Rf en solucién reguladora de
pH 7.4; AbsrA5=0,5; [Amx] = 4x104 M; [Cfx] = 1x104M; [Cft] = 3x10SM.
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Figura V.3. Cambios en los espectros de absorcién de los Atb en funcién del tiempo de
irradiacion para (A) Amp/Rf vs. Rf (B) Cfd/Rf vs. Rf, (C) Ctx/Rf vs Rf en solucién reguladora
de pH 7,4; Absge5= 0,5; [Amp] = 1,5x103 M; [Cfd] = 3,5x10-°M; [Ctx] = 5x10-°M.
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Para ciertos Atb se observa disminucién de la banda de absorcién méxima y
corrimiento hipsocrémico a medida que aumenta el tiempo de fotélisis, tal es el caso de
Amx y Cfd (Figura V.2 A y V.3 B respectivamente) mientras que para Cft solo se
observa disminucién del maximo de absorcién (Figura V.2 C). En el caso de Cfx el
corrimiento hipsocrémico est4 acompafado de un leve aumento en la absorbancia de la
banda centrada en 260 nm, mientras que solo el aumento de la absorbancia se observa
para Amp (Figura V.2 B y V.3 A respectivamente). Para Ctx la banda a 235 nm
desaparece a medida que se define una nueva a 260 nm (Figura V.3 C) como
consecuencia de la irradiacién.

Paralelamente, la fotodegradacién en condiciones anaerébicas (por burbujeo de gas
Argoén) de Rf en presencia y en ausencia de los Atb, se evalu6 a partir de los espectros
de absorcién a través de la disminucién de la absorbancia a 445 nm, donde solo Rf
absorbe. A modo de ejemplo, en la Figura V.4 se muestra comparativamente el
espectro de absorcién de una solucién de Rf saturada de Argén en ausencia y presencia
de Cft. En el grafico se observa una clara disminucién de la absorbancia luego de dos
minutos de irradiacién para Rf en ausencia del Atb como consecuencia de la
inestabilidad de este sensibilizador a la accién de la luz, mientras que la presencia del
mismo produce una marcada disminucién en el de consumo de Rf al mismo tiempo de

irradiacion.

0,50- —— —

Rf t=2 min
Rf + Cft t=2 min N\

—— Rft=0
0,00 r T
400 500

A (nm)
Figura V.4. Cambios en los espectros de absorcién de Rf en ausencia y presencia de Cfta t=0y
t= 2 min de irradiacidn, en solucién saturada de Argén. Absge*®= 0,5; [Cft]= 5 x104M.

Las modificaciones espectrales como consecuencia de la irradiacién fotosensibilizada

en los Atb y Rf, asi como la disminucién en la banda a 445 nm de Rf en presencia de los
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Atb y ausencia de oxigeno, resultan evidencias experimentales que podrian sugerir la
existencia de interacciones quimicas entre los sustratos estudiados con los estados
excitados de Rf y/o con las especies reactivas de oxigeno (EROs) generadas a partir de

dichos estados.

V.1.3. Determinacion de las velocidades relativas de consumo de oxigeno por los antibidticos
(v)

La cinética de fotooxidacion sensibilizada de los Atb se sigui6 a través del consumo de

oxigeno en condiciones aerébicas de fotoirradiacion utilizando el electrodo especifico
de oxigeno ya descripto. Los resultados se muestran en la Figura V.5 (A y B) y se
expresan en la Tabla V.1 como velocidades de consumo de oxigeno relativas al mayor
valor de pendiente obtenido de los graficos de consumo de oxigeno vs. tiempo de
irradiacién (v:) en presencia de Rf 6 PN como sensibilizador (seccién 2.3.3., capitulo II).
Este ultimo colorante, fue especialmente seleccionado para comparar la contribucién
solo de O»(1A;) ya que constituye un generador exclusivo de dicha especie’? y que,
como ya fue demostrado en el capitulo IV, es capaz de mediar la fotodegradacién de

los sustratos estudiados via la especie reactiva de oxigeno mencionada.

A B -
0,0+ 0,0+
g ‘016_ g '0,6
a a2
o I o
< = Amx < = Amp
-1,24| o Cfx 12 e Cfd
A cCft | el A Ctx
0 300 600 0 300 600
t (seg) t (seg)

Figura V.5. Gréficos de consumo de oxigeno por los Atb en funcién del tiempo de fot6lisis para
(A) Amx, Cfx y Cft, y (B) Amp, Cfd y Ctx, en presencia de Rf como sensibilizador a pH 7,4;
Absre5=0,5; [Atb]= 5 x10* M.
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Tabla V.1. Velocidades relativas de consumo de oxigeno del sistema
Atb/Rf/solucién reguladora de pH 7,4 (v Rf) y Atb/PN/solucién reguladora de
pH 7,4 (vi PN); constante de velocidad para la desactivacién de 'Rf* por los Atb
(1kq) y constante de velocidad para la desactivacién de 3Rf* por los Atb (3k,)

Atb v (Rf) v (PN) Tkq x10° M-1s? ¥y x10° M-1s1
Amx 0,13 0,15 1,8 0,42
Amp 0,08 0,09 11 0,02
Cfx 0,33 0,13 21 0,09
Cfd 0,22 0,19 3,0 0,89
Cft 1,0 0,93 4,6 2,30
Ctx 0,91 1 3.2 2,10

Los valores poseen un 3% de error en su determinaci6én

De acuerdo a lo observado en la Tabla V.1 los resultados obtenidos en las experiencias
de consumo de oxigeno utilizando Rf como sensibilizador son significativamente
diferentes a los resultados obtenidos en presencia del colorante PN, el cual opera
exclusivamente por un mecanismo que involucra a O (14g), indicando que en el
proceso de degradacién fotosensibilizada de los Atb en presencia de Rf, existe una o
maés fuentes adicionales de consumo de oxigeno.

Estos resultados, conjuntamente con lo observado en los espectros de absorciéon de los
Atb en presencia de Rf y como consecuencia de la irradiacién, tanto en presencia como
en ausencia de oxigeno, son una evidencia més que sugiere fuertemente que los
estados electrénicos excitados de Rf participan en la generacién de especies oxidativas
y/ o en la fotodegradacion de los sustratos estudiados como se mencion6 previamente.
Para dilucidar aspectos cinéticos y mecanisticos, asi como las posibles EROs
involucradas en el proceso de fotodegradacién de cada Atb, se desarrollé6 un estudio
sistematico que consisti6 en evaluar las interacciones de los Atb con los estados
excitados del sensibilizador, 'Rf* y 3Rf*, y las velocidades de consumo de oxigeno por
los Atb en presencia de inhibidores especificos de las diferentes EROs. Los mismos se

detallan a continuacién.

V-1.4. Desactivacion de Rf* por los antibioticos

Las posibles interacciones entre 1Rf*- Atb fueron investigadas por métodos de

fluorescencia estacionaria y resuelta en el tiempo.
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Rf exhibe una intensa emision de fluorescencia en solucién acuosa equilibrada con aire,
centrada aproximadamente a 520 nm, con un rendimiento cuantico reportado20.2.de
0,25. En presencia de concentraciones de Atb superiores a 3 mM se produce una
disminucién en la intensidad de fluorescencia, no obstante la forma del espectro de
emision no se modifica. La Figura V.6 muestra la variacién de la fluorescencia de Rf en
ausencia y en presencia 3 mM de Cfx y Cfd.
La interaccion IRf*- Atb fue cuantificada a través de la técnica de conteo de fotén tnico
descripta en la seccién 2.3.2.1, capitulo II. Se evaluaron los tiempos de vida de
fluorescencia de !Rf* en ausencia (119) y en presencia (i1) de diferentes concentraciones de
Atb y luego, mediante un tratamiento de Stern-Volmer (Figura V.7), se determinaron
las constantes de velocidad, kg, que se incluyen en la Tabla V.1.
El decaimiento de fluorescencia de Rf en solucién reguladora de pH 7,4 en ausencia y
en presencia de distintas concentraciones de los Atb fue monoexponencial, con un
valor para el tiempo de vida de fluorescencia de Rf (11) de 4,9 ns en excelente

concordancia con datos publicados previamente22.23,

A B
7
3x10' 2x10°1
—_ 7 | )
@ 2x10 8
\‘3:_ - 1x10"
1x107
0 " ’ v 0 r " :
490 560 630 480 540 600
A (nm) A (nm)

Figura V.6. Espectros de emisién de fluorescencia de Rf en presencia y en ausencia de 3 mM de
(A) Cfx y (B) Cfd en solucién reguladora de pH 7 4.
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Figura V.7. Gréficos representativos de Stern-Volmer para la desactivacién del estado singlete
excitado de Rf por (A) Amx y Cft y (B) Cfx y Cfd en solucién reguladora de pH 7 4.

Como se puede observar en la Tabla V.1 los valores de constantes para la
desactivacién de 1IRf* son elevadas, del orden de la constante de velocidad difusional
en solucién acuosa (kar= 7,4 10° Ms1)2, aunque fueron necesarias altas
concentraciones de Atb (> 3 mM) para desactivar efectivamente este estado excitado

del sensibilizador.

V-1.5. Desactivacién de 3Rf* por los antibidtico

La especie 3Rf* es generada en agua? con un rendimiento cuantico de 0,5 aunque en
solucién reguladora de pH 7 ha sido reportado? un valor de 0.375.

La desaparicion de la especie excitada 3Rf*, generada por un pulso laser a 355 nm, en
solucién reguladora de pH 74 y en ausencia de oxigeno, fue seguida por el
decaimiento de primer orden de la absorbancia a 670 nm mediante la técnica de LFF
descripta en la seccion 2.3.2.2 capitulo II, observandose una disminucién apreciable del
tiempo de vida de dicha especie en presencia de los Atb. Se determinaron los tiempos
de vida de 3Rf* en ausencia (3to) y en presencia (3t) de distintas concentraciones de los
Atb y mediante un tratamiento de Stern-Volmer (Figura V.8) se obtuvieron los valores
de las constantes de velocidad bimoleculares, 3kq, que cuantifican la interaccién 3Rf*-
Atb. Los resultados obtenidos se incluyen en la Tabla V.1.

Por otro lado, se realizaron los espectros de absorcién de 3Rf* en ausencia y en
presencia de los sustratos en estudio (a una concentracién de Atb que equivale
aproximadamente a un 60 % de desactivacién del 3Rf*). En la Figura V.9 se muestran

espectros representativos de 3Rf* en ausencia y en presencia de Amx, Cfx, Cfty Ctx.
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Cabe aclarar que menos del 10% de Rf es fotolizada durante la totalidad del

experimento.
A 0,15B
B Amx m Cfx
0,16 ® Amp ? e Cfd
0,121 ®
0 0,12
o L]
0,084/ © ® ®
0.0 20x10*  4,0x10°  6,0x10* 0,00 1,30x10" 2,60x10*
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Figura V.8. Gréficos de Stern Volmer para la desactivacién del estado triplete excitado de Rf por
(A) Amx y Amp, (B) Cfx y Cfd, (C) Cft y Ctx en solucién reguladora de pH 7,4; Absg*5=0,3.
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Figura V.9. Espectros de triplete de Rf en solucién saturada de Argén, en ausencia y en
presencia de (A) Amx (B) Cfx (C) Cft y (B) Ctx, determinados a 1y 15 pus después del pulso del
laser para Rf y Rf + Atb respectivamente. Inserto: Espectros de triplete de Rf en solucién
saturada de Argén (1 us), en ausencia y en presencia de Atb (15 ps) normalizados a 670 nm.
[Amx]= 3x10 M; [Cx]= 6x104M; [Cft] = [Ctx]= 5x10° M.

Los valores obtenidos para 3kq que se incluyen en la Tabla V.1 son elevados y cercanos
al limite difusional (kai= 7,4 10° M-1s1)24 para Cfd, Cft y Ctx, siendo menor para Amx,
Amp y Cfx. Este resultado sugiere que el 3Rf* es efectivamnete desactivado por los Atb
en ausencia de oxigeno.

El espectro de absorciéon para la especie transitoria de Rf obtenido en solucién
reguladora de pH 7,4 en ausencia de oxigeno y sustrato, tomado a 1ps despues del
pulso del laser, coincide con espectros previamente reportados? para la especie 3Rf*.
En presencia de los Atb, el espectro determinado a 15 ps después del pulso del laser y
en idénticas condiciones experimentales muestra un importante decaimiento en la zona
entre 600 y 750 nm. En el inserto de las figuras, el espectro de absorcién para la especie
transitoria de Rf (1 ps) es comparado con el espectro normalizado a 670 nm en
presencia del Atb (15 ps). La aparicién de absorcién en la regién entre 500 y 600 nm es
atribuida al radical neutro de Rf (RfH*), como ya ha sido reportado por otros
investigadotrest27.28. La especie RfH* es detectada como producto del proceso de

transferencia de carga entre 3Rf* y numerosas especies con capacidad donora de
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electrones, entre las que se encuentran sustratos de importancia biol6gica y
ambiental29.30,
Paralelamente se determinaron los rendimientos cuanticos de generacion de la especie
RfH"* (®Drai.) en solucién acuosa para aquellos Atb cuyos valores de 3k, resultaron ser
los mayores valores observados (Cft y Ctx). Los mismos se obtuvieron
experimentalmente de forma relativa al rendimiento cuantico 3Rf* en el mismo
solvente, tal como se explicé previamente en el capitulo II.
En la Figura V.10 se muestra a modo representativo el decaimiento de la absorbancia
de la especie transitoria de Rf en ausencia de Ctx a 670 nm y en presencia del mismo a

570 nm.

0,06+

—— Rf (670 nm)
Rf + Ctx (570 nm)

0,03

0.D

0,004

0,0 2,0x10° 4,0x10°
t (seg)
Figura V.10. Decaimiento de la absorcién del transitorio de Rf en ausencia de Ctx a 670 nm y Rf
en presencia de 5x10° M de Cix a 570 nm en solucién acuosa. AbsgA5rm=0,3.

Los valores obtenidos para los ®grai. fueron de 0,20 £ 0,01 y 0,21 * 0,01 para Cft y Ctx

respectivamente.

V-1.6. Participacidn de las diferentes EROs en la fotodegradacion sensibilizada por Rf

Con el fin de corroborar los resultados obtenidos por laser flash fotélisis y para
discernir que EROs estarian involucradas en el proceso fotooxidativo, se realizaron
experimentos de consumo de oxigeno en presencia de inhibidores especificos de tales
especies.

Para ello se sigui6 el consumo de oxigeno por los Atb utilizando Rf como
sensibilizador en presencia de los inhibidores especificos3!- 3¢: NaNj3 para evaluar la

posible intervencién de Ox(1Ag), SOD para O,*-, CAT para H,O, y D-manitol para la
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especie HO".
En la Figuras V.11 y V.12 se muestran los gréficos de consumo de oxigeno por los Atb
obtenidos a pH 7,4 en ausencia y presencia de inhibidores y en la Tabla V.2 las
correspondientes velocidades relativas calculadas como la relacién entre la velocidad
de consumo de oxigeno por el Atb en presencia del inhibidor y en ausencia del mismo
(Vinh/ Vo). En la Figura V.11 ademas se incluye el consumo de oxigeno por parte de Rf,
demostrando que a lo largo de la experiencia el consumo del sensibilizador no afecta

significativamente el de los sustratos en presencia y ausencia de los inhibidores.
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Figura V.11. Gréficos de consumo de oxigeno por los Atb en funcién del tiempo de fot6lisis en

ausencia y presencia de inhibidores especificos para (A) Amx (B) Cfx (C) Cft en Rf pH 7,4;
Absga5= 0,5; [Atb]= 5x104 M; [NaNs]= 1 mM; [D-manitol]= 10 mM; [SOD]= [CAT]=1mg%.
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Figura V.12. Graficos de consumo de oxigeno por los Atb en funcién del tiempo de fot6lisis en
ausencia y presencia de inhibidores especificos para (A) Amp, (B) Cfd, (C) Ctx en Rf pH 7,4;
Absga5= 0,5; [Atb]= 5x10+ M; [NaN;])= 1 mM; [D-manitol]= 10 mM; [SOD]=[CAT]=1mg%.
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Tabla V.2. Velocidades relativas de consumo de oxigeno del sistema Atb/Rf/solucién
reguladora de pH 7,4 en ausencia y presencia de inhibidores especificos (Vinn/ Vo). NaN3 (1 mM),
SOD (1 mg%), CAT (1 mg%) y D-manitol (10 M)

Atb viny/vo | Atb viny/vo | Atb Vint/Vo
Amx 1,0 Cfx 1,0 Cft 1,0
Amx + NaN3 035 | Cfx+ NaNj3 047 | Cft+ NaNs 0,24
Amx + SOD 3,2 Cfx + SOD 1,0 Cft + SOD 1,0
Amx + CAT 088 | Cfx+ CAT 094 | Cft+CAT 0,91
Amx + D-manitol 0,74 | Cfx + D-manitol 0,95 | Cft+ D-manitol 091
Amp 1,0 Ctd 1,0 Cix 1,0
Amp + NaNj3 0,67 | Cfd + NaNs 0,70 | Ctx+ NaN3 017
Amp +SOD 0,89 | Cfd+SOD 33 Ctx + SOD 1,0
Amp + CAT 0,67 | Cfd + CAT 083 | Ctx+ CAT 0,93
Amp + D-manitol 1,0 Cfd + D-manitol 1,0 Ctx + D-manitol 0,95

En la Tabla V.2 y en las Figuras V.11 y V.12 se puede observar claramente que la
presencia de NaN3 produce una disminucién en la velocidad de consumo de oxigeno
por todos los Atb indicando la participacién de O: (!Ag) en la degradacién
fotosensibilizada por Rf. La contribucién de dicha especie al proceso fotodegradativo
fue cuantificada como se muestra en el capitulo IV, utilizando PN como sensibilizador.
El efecto que producen los otros inhibidores en el sistema Atb/Rf, estaria confirmando
que el proceso también ocurre por la via radicalaria.

El agregado de SOD modifica la velocidad de consumo de oxigeno de Amx, Amp y
Cfd confirmando la participacién de la especie O:-. Para el caso de Amx y Cfd se
observa un claro aumento en la velocidad mientras que para Amp, la presencia del
inhibidor especifico, SOD, genera una leve disminucién en la velocidad de consumo de
oxigeno.

En el caso de Cft y Cix no se observ6 efecto de SOD, lo cual sugiere que la especie O™
no estaria involucrada en el proceso de fotodegradacién de estos Atb. Por otro lado, la
fotolisis en presencia de CAT y D-manitol disminuye, aunque levemente, la velocidad
de consumo de oxigeno por Cft y Ctx, confirmando la participacién de las especies
H20; y HO*. Como puede observarse en la Tabla V.2, también resultaron sensibles a
estas especies Amx, Amp, Cfx y Cfd, siendo Amx y Cfx susceptibles a ambas especies
mientras que Amp y Cfd solo a H20x.
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Es importante tener en cuenta que el consumo de oxigeno para el sistema Rf/inhibidor
en ausencia del Atb fue evaluado individualmente no encontrandose un efecto
significativo en relacién al consumo de oxigeno del sistema Rf/inhibidor/Atb, es decir
las v; en presencia del inhibidor, a los tiempos de irradiacién y concentracién de
sensibilizador, sustrato e inhibidor utilizadas en los ensayos, se ven afectadas solo si el
Atb esta presente.

Paralelamente, la reaccién directa entre los Atb y H20; fue evaluada por la absorcién
de los sustratos en solucién acuosa a pH 7,4 antes y después del agregado de peréxido
de hidrégeno. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura V.13 para las
cefalosporinas Cfx, Cfd, Cft y Ctx en ausencia y presencia de 10 mM de Hx0O; la
disminucién en la absorcién luego del agregado de dicho reactivo confirma que H20:
es capaz de participar en la degradacién de los Atb.
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Figura V.13. Espectros de absorcién de (A) Cfx y Cfd y (B) Cft y Ctx en ausencia y presencia
de HO, 10 mM; [Cfx]= [Cfd]= 1x10+4M; [Cft]= [Ctx]=3 x 105 M.
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V-2. DISCUSION

Para la interpretacion y discusién de los resultados es necesario remitirnos al esquema
cinético mostrado y explicado en la seccioén 3.4 del capitulo I. En el mismo se describen
los posibles fotoprocesos que puedan estar desencadenandose cuando una solucién
conteniendo Rf y Atb es irradiada con luz visible en precencia de oxigeno. El esquema

se presenta nuevamente a fines de facilitar la lectura y comprension de esta seccién.

hv (1 o Ko ) acn %, (5)
S’1k::2: 1gv_Kisc@ 3g 3:(6); S > 0T,
Al kg (3) 0. g
A+ S (o P@) ——35::%1' S +0,~ ‘WA 0,(3%y)
40;:.3@))_) 0:('A) 2(12) P
A S A4S~ s ..

3K A (9)
0,6%,) (14) s * ks (13)
>SS+ 0, ——>P 15

A
H* (17) I—————-> P (16)
SH* _SH(8 . gH, +Rf

Al(22) l(zs)
P P
O,('Ag) + Ny — > Nj* + O,(3%;) (24)
2 O, + 2H* + SOD —> 0,(3%)) + H,0; (25)
2H,0, + CAT——> 2H,0 + 0,(3%;) (26)
OH* + D-manitol ——> P 27)

Donde el sensibilizador Rf es representado en el esquema como S y los Antibi6ticos

estudiados como A.
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Como se ha demostrado en el desarrolllo de este capitulo, existen claras evidencias de
que la fotodegradacién sensibilizada de los Atb en presencia de Rf puede ocurrir por
una combinacién de mecanismos Tipo I y Tipo II.
Las modificaciones en los espectros de absorcion con el tiempo de irradiacién tanto en
la zona donde absorben los sutratos como en la zona donde absorbe Rf en presencia y
ausencia de oxigeno, asi como las diferencias en las v, encontradas en presencia de este
pigmento y en precencia de PN, un generador exclusivo de Oz (1A4)!9, sugieren
fuertemente la existencia de interacciones quimicas entre los Atb y los estados exitados

de Rf y/o con las especies oxidativas generadas a partir de dichos estados.

Los valores de las constantes para la desactivacién de 1Rf* (reaccién 3) mostrados en la
Tabla V.1 resultaron similares a la constante de velocidad difusional en solucion acuosa
(kait = 7,4 10° M1 s1)24, Sin embargo, fueron necesarias elevadas concentraciones de los
Atb (> 3mM) para desactivar efectivamente a IRf, las cuales resultan
considerablemente superiores a las utilizadas en los experimentos de fotélisis (0,5
mM).

En cuanto a la interaccién del estado 3Rf* con los sustratos (reaccion 9), los resultados
obtenidos en la determancién de %k, también resultaron cercanos al limite difusional,
indicando que este estado exitado de Rf es efectivamente desactivado por los Atb.

Asi mismo, confirmando este resultado, los espectros de absorcién de especies
transitorias en precencia de los Atb muestran la formacién del radical neutro de Rf
(RfH*) poniendo en evidencia la transferencia de carga entre 3Rf* y los Atb en la cual se
genera el anién radical Rf*- y el catién radical Atb*+ .La especie Rf*- luego puede ser
protonada (pka= 8,3)37 y dar lugar a la formacién del radical neutro de Rf (RfH")
(reaccion 17) observado en el espectro normalizado a 670 nm. La formacién de esta
especie es muy eficiente?.3 y la misma es capaz de generar una cascada de
fotoprocesos que pueden producir EROs tales como O;*-, H:O, y HO* las cuales
pueden reaccionar con los sustratos, tal como se muestra en el esquema.

Cabe aclarar que el catién radical Atb** no pudo ser observado en los experimentos de
LFF debido posiblemente a que absorbe en la misma regién del espectro de transitorios
donde se produce el fotoblanqueo de Rf 6 en una zona fuera de los limites de deteccion
del equipo utilizado, o bien, también es posible que este radical posea un bajo

coeficiente de extincién molar lo cual dificulte su deteccién.
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Los rendimientos cuanticos obtenidos para la generacion de la especie radicalaria RfH*
tambien soportan lo observado en los valores de 3kq y en los espectros de especies
transitorias, indicando que el proceso de transferencia de electrones constituye una

fraccién considerable en el mecanismo global de interaccién.

En los experimentos de consumo de oxigeno en presencia de inhibidores se encontr6
que el inhibidor especifico de O (1A;), NaN; cuya constante de velocidad de
desactivacion de dicha especie reportado®? en agua es de 3 x108 M-1s (reaccion 24),
produce una marcada disminucién de la velocidad de consumo de oxigeno por todos
los Atb indicando la participaciéon de O (1A;) en el proceso de fotodegradacion
sensibilizada por Rf. Se sabe% que O; (1Ag) es generado por Rf por transferencia de
energia entre el estado triplete excitado de Rf y el estado fundamental de oxigeno
(reaccién 8) con un rendimiento cuéntico de 0,49; la contribucién de dicha especie al
proceso de fotooxidacién de los Atb fue cuantificada en presencia de PN como
sensibilizador, cuyos resultados fueron mostrados y discutidos en el capitulo IV.

En presencia de SOD, las velocidades de consumo de oxigeno se vieron afectadas para
Amx, Cfd y Amp demostrando la participacién de la especie O:™ en el proceso
fotodegradativo de los mismos. SOD es una enzima que cataliza la dismutacién de O™
con una constante de velocidad reportada#! de 2 x10° M-1s1 (reaccién 25) con lo cual
constituye un inhibidor especifico de dicha especie reactiva.

O:™ es generado principalmente por reaccién entre oxigeno en su estado fundamental
(02 (3Zy)) y el radical neutro de Rf (reaccién 14) ya que la produccién por transferencia
de electrén entre Rf y Oz (3%7) por la reaccién 7 tiene un muy bajo rendimiento cuantico
(0.009)21.42 por lo que es considerada despreciable.

La reaccién 14, cuya constante de velocidad en agua reportada® es de 1,4 x108 M-1s1,
constituye, junto a la reaccién 20, las vias de recuperacién del estado fundamental de Rf.
Este proceso es un paso elemental en los organismos vivos en donde esta establecido
que las EROs son intermediarios claves en la quimica redox del oxigeno%.

En presencia de SOD se observé aumento en la velocidad de consumo para Amx y Cfd
y disminucién de la misma para el caso de Amp. Para Cfx, Cft y Ctx no se observé
efecto en la velocidad de consumo de oxigeno como consecuencia del agregado de la
enzima.

SOD puede inhibir o estimular la oxidacién mediada por O:™ dependiendo del

sustrato4. La disminucién de la velocidad es consecuencia de la reaccién de




TESIS DOCTORAL. MIC. EUGENIA REYNOSO CAPITULO V. FOTODEGRADACION SENSIBILIZADA DE
ANTIBIOTICOS EN PRESENCIA DE RF (VIT. B2)

dismutacion que produce SOD sobre O’ (reaccién 25). El aumento de la velocidad de
consumo de oxigeno podria explicarse ya que como consecuencia de la dismutacién de
Oy~ por SOD aparece como producto H2O, otra EROs que podria contribuir al
consumo de oxigeno. Este efecto estimulante de SOD ya ha sido previamente
observado en la degradacién fotosensibilizada por Rf de otros compuestos como
bisfenol A y B-estradiol4s46. Es decir, la acciéon de SOD frente a compuestos oxidables
puede reflejarse tanto en un incremento como en una disminucién en la velocidad del
proceso y el resultado final dependera de la estructura del sustrato y de su reactividad
frente a la especie H.O,.

El efecto de la especie O;™- en la fotodegradacion sensibilizada por Rf se ha observado
previamente para otros sustratos tales como herbicidas?’, fungicidas, farmacos3%49.50,
antioxidantes comerciales®!, entre otros.

Es importante aclarar que, aunque SOD se ha reportado como un desactivador de
Oz (1Ap)%2, el tiempo de vida de esta especie no sufre variaciones con la concentracién
de SOD utilizada en los experimentos, ademas se sabe que esta enzima no interacciona
con los estados excitados del sensibilizador utilizado53.

El efecto del agregado de CAT y D-manitol, inhibidores especificos de H0. y HO*
respectivamente (reacciones 26 y 27), sobre la velocidad de consumo de oxigeno por
parte de los Atb, también fue observada en la mayoria de los casos estudiados.

La especie H2O; es generada a partir de la reaccién 20 entre el sensibilizador y O.™,
mientras que OH* se forma por la reaccién 21 entre H O, y O;™ (reaccién de Haber-
Weiss)54, Es decir que la formacién de ambas especies reactivas requieren de la previa
formacién del anién radical superéxido.

En los resultados se puede observar claramente que para casos como Amx, hay efecto
simultaneo de SOD, CAT y D-manitol indicando que O>™ es formado y participa en la
fotodegradacion del Atb junto a las especies H:O, y HO* generadas a partir de O>™. Sin
embargo, también se observé que para Atb como Cfx, Cft y Ctx el agregado de SOD no
produce efectos en la velocidad de consumo de oxigeno, lo cual no significa que Oz™ no
se genere, si no que esta especie no estaria participando de la fotooxidacién, aunque da
lugar a la formacién de las otras EROs, las cuales, como demuestran los resultados, si
participarian en fotooxidacién de estos Atb.

Las especies H,O, y/o HO* generados por fotosensibilizacién en precencia de Rf se las

ha encontrado como responsables de la degradacién de diversos compuestos entre los
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que se pueden mencionar descongestivos oculares imidazoélicos®3, pesticidas
fenolicos55, antioxidantes fenélicos sintéticos5,ciertos antiinflamatoriosS?, entre otros.

Sin embargo, es importante tener en cuenta que la utilizacién de D-manitol para
verificar si el mecanismo de fotodegradacién involucra la especie HO* puede ser
cuestionable en el sentido de que este inhibidor es un atrapador de radicales,
puediendo también reaccionar con el radical del sustrato o con otros radicales que
eventualmente puedan generarse en el medio. La determinacion de v; de consumo de
oxigeno en ausencia y presencia de D-manitol como inhibidor (reaccién 27) puede dar

una idea si el mecanismo involucra o no a HO* aunque posiblemente no sea un método

que demuestre indefectiblemente la generacién y/ o participacién de dicha especie.

Si bien existen evidencias experimentales que demuestran la presencia de mecanismos
de fotodegradacién que operan simultaneamente (mecanismos Tipo I y II), el
predominio de uno u otro dependera de la competencia entre el Ox(3%;") y los Atb por
el estado 3Rf". Dicha competencia puede evaluarse en términos cinéticos analizando la
velocidad del proceso de transferencia de energia entre 3Rf* y O2(33") (reaccion 8) en
relacion a la velocidad del proceso de transferencia de carga entre 3Rf* y Atb (reaccion
9). Es comtnmente aceptado que la desactivacién de 3Rf* ocurre con una constante de
velocidad de transferencia de energia, ker, que es aproximadamente 1/9 del valor
difusional®8. Teniendo en cuenta los valores de ker informados2t en H.O, podemos
asumir un valor de kgr igual a 7 x 108 M-1s1 y considerando una concentracién de
oxigeno disuelto en solucién saturada en aire de 0,2 mM, podemos decir que bajo

nuestras condiciones experimentales ([Atb] = 0,5 mM):

. Para Amx y Cfd los mecanismos resultan competitivos ya que 3kq [Atb] = kgr
[O2(3Z5)]. Claras evidencias de esto se observan no solo en los valores de 3kq sino
también en los experimentos de consumo de oxigeno con los inhibidores NaN3 y SOD,
el primero frena radicalmente la reaccién mientras que el segundo la acelera, indicando
la participacion de las especies O2(1Ag) y O2*- en la fotodegradacion de estos Atb, ast
como también la participacién de H2O, y HO* evidenciado por el efecto de CAT y D-

manitol en la velocidad de consumo de oxigeno.

. Para Amp y Cfx el mecanismo que prevalece es el mediado por Ox(1Ag)
(mecanismo Tipo II) ya que 3kq [Atb] < ker [O2(3Zg)], los menores valores de 3kq fueron
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obtenidos para estos Atb, sumado al hecho de que en los experimentos con inhibidores
un claro efecto de NaN; fue observado mientras que en presencia de los otros
inhibidores practicamente no se observé una modificacién significativa en las

velocidades de consumo de oxigeno.

. Para Cft y Ctx 3kq [Atb]> ket [O2(3Z)] por lo que predomina principalmente la
via radicalaria. Los experimentos con inhibidores para estos Atb muestran marcado
efecto de NaN3, no hay efecto de SOD y muy poco efecto de CAT y D-manitol, esto
estaria indicando que las especies Oz, H:O2 y HO* son generadas via 3Rf* por el
mecanismo Tipo I como lo indican los experimentos de LFF (los mayores valores de 3kq
fueron obtenidos para estos Atb), pero Cft y Ctx resultan poco sensibles a las mismas,

mientras que son sensibles a la accién de O2(1Ag) generado por el mecanismo Tipo II.

V-3. CONCLUSIONES

. Los resultados obtenidos y discutidos en este capitulo demuestran que Rf es
capaz de sensibilizar la fotodegradacién de Atb P lactdmicos de las familias de las
penicilinas y las cefalosporinas tanto por la via radicalaria como mediados por la
especie Ox(1A).

. Los Atb interaccionan con los estados electrénicos excitados de Rf y con las
EROs generadas a partir de dichos estados (O2*-, HXO; y HO") asi como con Ox(1Ag)
generado por transferencia de energia entre el estado triplete excitado del
sensibilizador y el oxigeno en su estado fundamental.

. Para Amx y Cfd los mecanismo de fotodegradacién sensibilizada resultaron
competitivos, para Amp y Cfx prevalece la fotodegradacion via Ox(1Ag) y para Cft y Ctx

el mecanismo predominante es la via radicalaria.

La importancia de estos resultados radica principalmente en que a esta clase de
antibi6ticos se los ha considerado en los ultimos afios como una nueva clase de
contaminantes de reservorios de agua, capaces de alterar el ecosistema y contribuir a la
proliferacion de cepas altamente resistentes a los mismos5.60. Los antibi6ticos

lactamicos, ampliamente usados en medicina humana, se eliminan del organismo tal
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cual como fueron administrados, sumado a su amplio uso en medicina veterinaria, en
agricultura y acuicultura, y a que no son biodegradables ni susceptibles a los
tratamientos de aguas$!.62, es inevitable su bioacumulacién y consecuentemente los
efectos negativos que su presencia genera en el medio ambiente®.

Dado que Riboflavina se encuentra distribuida en cantidades trazas en rios, lagos y
océanost664 y se la ha asociado a la fotodegradaciéon sensibilizada de una gran
variedad de contaminantes de agua como pesticidass®, herbicidas#’, fungicidas2948,
desechos industriales®s, gran variedad de farmacos®3949505357,65, etc., podemos decir
entonces que, en funcién de los resultados obtenidos, la fotodegradacién sensibilizada
en presencia de este pigmento podria constituir un medio que contribuya a la
disminucién de antibi6ticos en ambientes acuéticos. Por otro lado, la informacién
mecanistica y cinética presentada puede ayudar a comprender los potenciales procesos

fotodegradativos que puedan estar operando en dicho ambiente.
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CAPITULO VI.
DETERMINACIONES MICROBIOLOGICAS

VI-1. RESULTADOS Y DISCUSION

VI-1.1. Curvas de crecimiento de las cepas estudiadas

La D.O de una suspensién microbiana realizada con cada una de las cepas estudiadas,
fue seguida en funcién del tiempo de incubacién a 660 nm, como se explica en la

seccion 3.3.1 del capitulo II. Las curvas de crecimiento obtenidas se muestran en la

siguiente figura.
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Figura VL1. Curvas de crecimiento de las cepas de S. aureus DM1, DM2 y ATCC 25923.

Como se puede observar en la Figura VL1, para las tres cepas se obtuvieron curvas
tipicas de crecimiento bacteriano! en las cuales se pueden distinguir claramente tres
fases: una fase de latencia, una fase de crecimiento exponencial o “fase log” y una fase
estacionaria. La fase de muerte, que normalmente comienza entre las 18-20 hs de

cultivo para esta clase de microorganismo, no se muestra en la figura.

Durante la fase de latencia las bacterias se adaptan a las condiciones de crecimiento
del medio. Corresponde al periodo en el que los microorganismos maduran y aun no
se dividen. Durante esta fase se produce la sintesis de ARN, enzimas y otros

metabolitos necesarios.
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Tanto para S. aureus DM1 como para DM2 esta etapa dura aproximadamente unas 2
horas mientras que para la cepa ATCC 25923 se extiende hasta 3 horas.

La fase de crecimiento exponencial es un periodo caracterizado por la duplicaciéon
celular2. Se trata de un proceso de elevada actividad metabélica que conlleva a un
aumento exponencial de la masa bacteriana. Si el crecimiento no se limita, la
duplicacién continuaré a un ritmo constante.

Durante esta fase los microorganismos resultan mucho mas sensibles a condiciones
adversas que puedan presentarse, especialmente a la presencia de aquellos
antimicrobianos que ejercen su efecto en pasos importantes del crecimiento, como los
son los (3 lactamicos?.

En este caso, para las tres cepas estudiadas, la fase de crecimiento exponencial tiene
una duracién de 6-7 horas aproximadamente, comenzando inmediatamente luego de la
fase de latencia.

Cabe aclarar que la cepa S. aureus ATCC 25923 muestra un crecimiento mas lento
respecto de las otras dos, alcanzando menor D.O a un mismo tiempo de incubacién.
Durante la fase estacionaria, la tasa de crecimiento disminuye como consecuencia del
agotamiento de nutrientes (fundamentalmente de oxigeno, en el caso de aerobios) y
acumulacién de productos téxicos. Esta fase se caracteriza por un valor constante del
namero de bacterias, es decir la poblacién se estabiliza dado que la tasa de crecimiento
se iguala con la tasa de muerte bacteriana3. Para las cepas estudiadas esta fase
comienza unas 9 horas aproximadamente, luego de iniciada la curva.

Resultados similares en cuanto a la duracién de las fases obtenidas en la curvas de
crecimiento de las cepas estudiadas fueron encontrados por otros autores, en

condiciones experimentales diferentes y para otras cepas de S. aureus4.5.

Paralelamente, se realizaron curvas de crecimiento en presencia del sensibilizador RB,
el cual fue posteriormente utilizado en los ensayos de fot6lisis que se presentan en la
seccion 1.4 de este capitulo.

En la Figura VI.2 se muestran comparativamente las curvas de crecimiento del

microorganismo S. aureus DM1 en ausencia y en presencia del colorante RB.
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Figura VI.2. Curva de crecimiento de S. aureus DM1 en ausencia y presencia de
RB (Absgs5# = 0,5).

El resultado obtenido prueba claramente que el sensibilizador no posee ningan efecto
sobre el crecimiento del microorganismo, hecho que también fue demostrado en los
experimentos de sensibilidad por difusioén en placa que se exponen mas adelante.

Por ultimo las curvas también fueron realizadas en presencia de los antibi6ticos. A
continuacién se muestran los resultados obtenidos para las cepas S. aureus DM1 y
ATCC 25923 en presencia de Amx, Cfx y Cft a una concentracién igual a su CIM

(concentracién minima inhibitoria determinada en la secci6én 1.2 de este capitulo).
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Figura VL3. Curvas de crecimiento de S.aureus (A) DM1y (B) ATCC 25923, en presencia de 1
mg/L de Amx, 8 mg/L de Cfx y 8 mg/L de Cft.
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Como puede observarse en la Figura V1.3 A la presencia de los Atb produce un retardo
en el crecimiento de la cepa DM1, particularmente Amx inhibe completamente el
crecimiento del microorganismo a la concentraciéon ensaya. En la Figura V1.3 B se
puede observar que la presencia de los Atb sobre la cepa de referencia ATCC 25923 no
produce modificaciones significativas en la curva de crecimiento sugiriendo cierto
grado de resistencia a antibi6ticos por parte de esta cepa.

Se sabe que la cepa de S. aureus ATCC 25923 es portadora del gen mecA de resistencia a
antibi6ticos¢. La presencia de este gen en multiples cepas de S. auerus se ha asociado a
la resistencia a antibi6ticos de la familia de las penicilinas tales como ampicilina,
oxacilina y penicilina, y a antibi6ticos de otras familias como vancomicina, amicacina y

trimetroprima-sulfametaxol’.
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Figura VI4. Curva de crecimiento de S. aureus DM1 en ausencia y presencia

de diferentes concentraciones de Cfd.

Por dltimo, en la Figura VI.4 se muestra el efecto que produce sobre la curva de
crecimiento de S. aureus DM1 diferentes concentraciones del antibi6tico Cfd.
Claramente se observa como a medida que aumenta la concentracién de antibiético

disminuye la velocidad de crecimiento del microorganismo.

VI-1.2. Determinacion de la CIM

La determinacién de la concentracién minima inhibitoria (CIM) fue realizada por el

método de macrodilucién en tubo descripto en la seccién 3.3.2 del capitulo II. Las

concentraciones de Atb utilizadas, expresadas en mg/L fueron las siguientes:




TEsIS DOCTORAL. MiIC. EUGENIA REYNOSO CAPITULO V1. DETERMINACIONES MICROBIOLOGICAS

Tabla VI.1. Rango de concentraciones utilizado de cada Atb para el ensayo de CIM.

Tubo 1 2 3 4 5 6 7 8
[Atb] mg/L
Amx 0,5 0,25 0,125 0,0625 0,0312 0,0156
Amp 4 2 1 0,5 0,25 0,125 0,0625 0,0312
Cfx 32 16 8 4 2 1 05 0,25
Cfd 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25
Cft 16 8 4 2 1 0,5 0,25 0,125
Ctx 16 4 2 1 0,5 0,25 0,125

Cabe aclarar que previamente a la eleccion de las concentraciones que se muestran en
la Tabla VL1 se realiz6 un ensayo preliminar barriendo todo el rango de
concentraciones sugerido para la determinacién de CIM en cepas de S. aureus3.

Los valores encontrados para la CIM (menor concentracién de Atb en la cual no hay
crecimiento visible) se muestran para cada una de las cepas en la Tabla VI.2 y en la

Figura VLS5 las fotografias de los resultados obtenidos para dicha determinacién.

Tabla V1.2. Valores de CIM encontrados para los Atb

por la técnica de macrodilucién en tubo, expresados

enmg/L
DM1 DM2
Amx 1 1
Amp 0,25 0,5
Cfx 8 8
Cfd 2 4
Crt 8 16
Ctx 1 4
{ 161 }
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2 3 4 56 7CE CC

Figura VI.5. Método de macrodilucién en tubo para la determinacién de la CIM. (A) Amp sobre
S. aureus DM1 (B) Cfd sobre S. aureus DM2 y (C) Ctx sobre S.aureus ATCC 25923. CE: control de

esterilidad; CC: control de crecimiento.

De acuerdo a tablas de referencia que provee el CLSI® para la interpretacién de la CIM,
tanto S. aureus DM1 como DM2 resultan sensibles a los seis antibiéticos estudiados.
Como podemos observar en las Figuras VI.4 y VLS5, la cepa DM2 presenta mayor
resistencia a Amp, Cfd, Cft y Ctx que la cepa DM1 dado que las concentraciones de los
mismos necesarias para inhibir el crecimiento del microorganismo son mayores para
DM2 que para DM1. También se observa mayor resistencia de ambas cepas a Cfx y Cft
cuyos valores de CIM encontrados resultaron significativamente superiores a los
valores de CIM de los otros Atb.

Cabe aclarar que la cepa de referencia ATCC 25923 result6 resistente a todos los Atb y

a todas las concentraciones ensayadas.
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Resultados similares de CIM fueron encontrados para otras cepas de S. aureus10.

VI-1.3. Prueba de sensibilidad a los antibidticos por difusién en placa

El método de Kirby Bauer descripto en la seccién 3.3.3 del capitulo II se realiz6 para
determinar la concentracién de los Atb a la cual las cepas de S. aureus DM1 y DM2
presentan sensibilidad en medio sélido.

En la Figura VL6 se muestran fotografias representativas de los resultados obtenidos
en las placas con los cuales se construyeron graficos como los que se presentan en la

Figura VL.7.

A B

Figura V1.6. Método de difusién en agar para determinar el efecto de la actividad inhibitoria de
Ctx sobre la cepa S. aureus (A) DM1 y (B) DM2 y (C) Amp sobre la cepa DM2. Los nameros
corresponden a las concentraciones de Atb ensayadas. (1= 0,2 mM; 2=0,4 mM; 3=0,6 mM; 4=0,8
mM; 5=1 mM; 6=1,2 mM; 7=1,5 mM; 8=2 mM).
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Figura VI.7. Efecto de la concentracién de los Atb en solucioén reguladora de pH 7,4 sobre el
halo de inhibicion de la cepa de S. aureus (A y C) DM1y (B y D) DM2.

En las Figuras V1.6 y V1.7 se puede observar que en presencia de los Atb las cepas de
S. aureus DM1 y DM2 muestran un aumento de la sensibilidad a medida que aumenta
la concentracién de los mismos, aproximadamente hasta 0,6 mM para Amp y Ctx, 0,7
mM para Amx y Cfd y 1 mM para Cfx y Cft. Los radios de los halos de inhibici6n, a
concentraciones por encima de las mencionadas anteriormente, se mantuvieron
practicamente constantes hasta las maximas concentraciones de Atb ensayadas (2 mM).
También se puede observar una mayor sensibilidad de ambas cepas frente a Amx y
Amp que frente a los otros cuatro Atb, dado que los tamarios de los halos de inhibicién
son significativamente mayores para estos Atb.

Estos resultados son coincidentes con los observados en el ensayo de determinacién de
la CIM previamente descripto, en el cual para ambas cepas se encontraron bajos

valores de CIM frente a Amx y Amp indicando mayor sensibilidad de los




Tesis DOCTORAL. MiC. EUGENIA REYNOSO CAPITULO V1. DETERMINACIONES MICROBIOLOGICAS

microorganismos a estos antibi6ticos y elevados valores de CIM frente a Cfx y Cft

indicando mayor resistencia de las cepas.

La cepa de referencia S. aureus ATCC 25923 result6 resistente a todas las
concentraciones ensayadas de los antibi6ticos, no encontrandose halos de inhibicién
(Figura VL.8). Como se mencioné anteriormente, a esta cepa se la ha asociado a la
resistencia a diferentes antibi6ticos de la familia de las penicilinas tales como oxacilina
y penicilina, y a antibi6ticos pertenecientes otras familias como vancomicina, y
trimetroprima-sulfametaxolé’. Esto confirma que la presencia de multiresistencia
bacteriana, no solo se adquiere a antimicrobianos de la misma familia sino también a

farmacos con diferentes mecanismos de accién y estructura quimicall.

Figura VL.8. Método de difusién en agar para determinar la
actividad inhibitoria de Amp sobre la cepa S. aureus ATCC
25923. Los ntimeros indican las concentraciones ensayadas.
(5=1 mM; 6=1,2 mM; 7=1,5 mM; 8=2 mM).

VI-1.4. Prueba de sensibilidad a los antibiéticos Fotodegradados

a. Por modificacién del tamafio del halo de inhibicién

La actividad microbiolégica de los Atb a concentracién constante (0,6 mM para Amp y
Ctx y 0,7 mM para Amx y Cfd y 1 mM para Cfx y Cft) en soluciones irradiadas con luz
visible, en presencia del sensibilizador RB, a pH 7.4, fue evaluada midiendo el radio
del halo de inhibicién antes de la fotélisis (Ho) y a distintos tiempos de fot6lisis (H)
(Figura V1.9 y VI.10).

RB fue utilizado como sensibilizador en los ensayos con los Atb fotodegradados dado
que resulta un colorante artificial ampliamente utilizado en ensayos biol6gicos?2.

Cabe aclarar que el colorante natural Rf no pudo ser utilizado en estos ensayos debido
a que otros autores!3.14 han demostrado que bajo irradiacién UV-A (365 nm) Rf posee
propiedades antimicrobianas contra patégenos como S. aureus, P. aureuginosa y S.

epidermidis.
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Figura V1.9. Método de difusién en agar para determinar el efecto los distintos tiempos de
fotolisis sobre los halos de inhibicién de los Atb (A) Amp, (B) Cfd, (C) Amx y (D) Cft sobre la
cepa S. aureus DM1. (1= 0 min; 2=10 min; 3=20 min; 4=30 min, 5=45 min; 6=60 min; 7=90 min;
8=120 min; RB).

A B
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A . @ ] A T
A8 A S e »
o 0,6+ A
° 0,6- LS < o .
I —|— Amx | A T || o Amx
—@— Amp 0.3 ® Amp
03| 4 Cfx A= Cix
= Cfd A ood| ™ g;d ~
o cCf | e
A Ctx J A Ctx
0 50 100 0 50 100
t (min) t (min)

Figura VI.10. Indices relativos de decrecimiento de la actividad bactericida de los Atb a pH 7,4
después de la fotooxidacién sensibilizada con RB (Absgs®°= 0,5) sobre (A) S. aureus DM1y (B) S.
aureus DM2. Hp y H representan los radios de los halos inhibitorios a t=0 y a distintos tiempos

de fotolisis, respectivamente.
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Como podemos observar en las Figuras V1.9 y VIL.10 el efecto de la fot6lisis sobre Amp
y Cfd produce muy pocos cambios en el tamafio de los halos de inhibicién respecto al
Atb sin fotolizar, tanto para la cepa DM1 como para la cepa DM2. Este resultado puede
sugerir que la actividad antimicrobiana de estos Atb no se ve modificada por el
proceso posiblemente debido a que el Atb no es fotodegradado en los tiempos de
irradiacién utilizados o bien, los productos de degradacion contribuyen a la accién del
Atb original, por lo que no se producen cambios en los halos, hecho que ha sido
observado por otros autores para la fotodegradacién de Amx sobre cepas de E.coli?s.
Como consecuencia de la fot6lisis sensibilizada por RB, la accién de Amx, Cfx, Cft y
Ctx sobre ambas cepas se ve claramente disminuida a medida que aumenta el tiempo
de irradiacién, especialmente para los tres ultimos mencionados. El efecto podria
deberse a la fotodegradacién de los Atb y por consiguiente, la pérdida de la capacidad
bactericida del los mismos!é. También, con este resultado, se puede inferir que los
fotoproductos de la degradacion no poseen actividad inhibitoria sobre las cepas de S.
aureus DM1 y DM2 en las condiciones experimentales ensayadas.

Resultados similares fueron obtenidos en pruebas de fotooxidacién mediadas por O:
(1Ag) con otros antimicrobianos tales como farmacos sulfal” y tetraciclinas!8 frente a S.
aureus y otros microorganismos como B. subtilis y P. aureuginosa, donde también se
observé una disminucién de la actividad antimicrobiana con el tiempo de fotdlisis.
Wammer et. al.1? utiliz6 un ensayo similar para determinar la pérdida de la actividad
antimicrobiana sobre E.coli de tres fluoroquinolonas bajo fot6lisis directa y encontré
que a partir de dos de ellas (norfoloxacina y ofloxacina) se generaban fotoproductos
inactivos frente a la bacteria estudiada, mientras que para enrofloxacina la actividad
antimicrobiana se mantenia significativamente luego de la fot6lisis.

Por otro lado, la capacidad antimicrobiana de los fotoproductos de Amp, obtenidos
luego de la oxidacién por los procesos de Fenton y Foto-Fenton, fueron evaluados por
Rozas et. al.2% frente a S. aureus, encontrando que los mismos no presentaban
propiedades antibi6ticas.

Cabe aclarar que la cepa ATCC 25923 result6 resistente a todos los Atb y a todos los

tiempos de fotélisis probados en el ensayo como se muestra en la Figura VL.11.




TEsIs DOCTORAL. MiC. EUGENIA REYNOSO CAPITULO VL. DETERMIN ACIONES MICROBIOLOGICAS

Figura VI.11. Método de difusién en agar para
determinar el efecto de los distintos tiempos de
fot6lisis sobre los halos de inhibicién de Amp
sobre la cepa S. aureus ATCC 25923. (1= 0 min;
2=10 min; 3=20 min; 4=30 min; 5=45 min; 6=60
min; 7=90 min; 8=120 min; RB)

Paralelamente, a fin de comprobar si el sensibilizador en ausencia de Atb, sin fotolizar
y fotolizado produce efectos sobre los microorganismos, se irradi6é una solucién de RB
pH 7,4 y se procedi6 de la misma manera que en el ensayo en presencia de los Atb.

Se encontré que RB, sin fotolizar y fotolizado a los mismos tiempos que en presencia de
los Atb, no produce ningun efecto sobre las cepas de S. aureus estudiadas (Figura
VI1.12), de manera que lo observado en los tamafios de los halos de inhibici6én es solo
consecuencia del proceso fotodegradativo que sufre el Atb. Este resultado coincide con
lo previamente mostrado en las curvas de crecimiento del microorganismo en ausencia
y presencia de RB en las cuales se observé que este colorante no influye en el

crecimiento del los mismos.

Figura VI12. Método de difusibn en agar para
determinar el efecto de los distintos tiempos de
fotolisis (0, 30, 60 90 y 120 min) sobre los halos de
inhibicién para la cepa S. aureus ATCC 25923 en

presencia de RB.

b. Por recuento de viables

El efecto de la fotodegradacion de los Atb sobre la capacidad antimicrobiana frente a
las cepas de S. aureus fue también evaluada por el método de recuento de viables
detallado en la seccién 3.3.4.b del capitulo II. Fue seleccionado el Atb Cft para este

ensayo dado que resulta uno de los Atb estudiados cuya actividad bactericida se ve
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mas afectada por el proceso de fotodegradacién sensibilizada de acuerdo a las
evidencias anteriormente mencionadas.

Los resultados obtenidos para la cepa S. aureus DM2 en ausencia y en presencia de 16
mg/L y 100 mg/L de Cft antes y después 4 horas aproximadamente de fot6lisis en
presencia de RB se muestran en las fotografias (Figura V1.13) y en el grafico de barras
en el cual se expresan como log UFC/mL (Figura V1.14).

Las concentraciones seleccionadas corresponden a la CIM de Cft sobre S. aureus DM2
(16 mg/L) encontrada en el ensayo previamente descripto y, a una concentracién de

Atb mayor (100 mg/L) a fin de poder comparar los resultados.

A

Figura VI1.13. Método de recuento de viables para determinar el efecto de la fotélisis de Cft
sobre la cepa S. aureus DM2. (A) control de crecimiento de la cepa en ausencia de Cft (B) S.

aureus DM2 en presencia de 100 mg/L de Cft antes (S/F) y después (F) de la fot6lisis.
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M S. aureus DM2
104 I S. aureus DM2 + Cft antes de la fotolisis
Il S. sureus DM2 + Cft despues de la fotolisis

log UFC/mL

0
Control 16 mg/L 100 mg/L

Figura V1.14. Efecto de Cft (16 m/L y 100 mg/L) antes y después de 4 hs de fotélisis en

presencia de RB, sobre el crecimiento de S. aureus DM2.

Como podemos observar en las Figuras VI13 y VL14 las dos concentraciones
utilizadas producen una diminucién significativa en el recuento de microorganismos,
el mismo disminuye aproximadamente 5 logaritmos en presencia de 16 mg/L y 7
logaritmos en presencia de 100 mg/L, mostrando que a medida que aumenta la
concentracién de Atb, disminuye el niimero de células viables presentes expresadas
como UFC/mL.

Cuando el microorganismo se enfrenté6 al Atb luego del proceso de fot6lisis, el recuento
disminuye aproximadamente 4 logaritmos en presencia de 16 mg/L y 5 logaritmos en
presencia de 100 mg/L respecto al control, evidenciando que, como consecuencia de la
fotodegradacién sensibilizada, el Atb pierde su efecto bactericida y por lo tanto el
recuento en presencia del Atb fotolizado es superior que en presencia del Atb sin
fotolizar. Estas observaciones coinciden con las encontradas en los experimentos por
difusién en placa explicados previamente.

Otra observacion encontrada fue el cambio en la coloracién y el tamafio de las colonias
en presencia del Atb respecto al control sin Atb. Las mismas disminuyen
significativamente de tamafio y pierden pigmentacién de amarillo palido a gris tenue,
probablemente como consecuencia del mecanismo de accién de este tipo de Atb, el cual

produce alteraciones en la pared celular bacteriana?!.
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VI-2. CONCLUSIONES

J Las evidencias encontradas tanto en los ensayos en placa como en los de
recuento de viables muestran claramente que la capacidad bactericida de los
antibiéticos Amx, Cfx, Cft y Ctx se ve disminuida como consecuencia de la
fotodegradacion sensibilizada sobre las cepas de S. aureus DM1 y DM2, mientras que
para Cfd y Amp este proceso no produce modificaciones significativas en la actividad
antimicrobiana de los Atb sobre las mismas cepas. Por otro lado, los resultados
sugieren que para aquellos Atb cuya actividad bactericida se ve afectada por el proceso
de fotodegradacion sensibilizada, los productos que eventualmente podrian formarse
como consecuencia del mismo, parecen no tener capacidad antimicrobiana sobre las

cepas evaluadas.

. Los resultados demuestran que los procesos de fotodegradacién sensibilizada
de Atb no solo posee la ventaja de que puede contribuir a la disminucién de estos
compuestos en el medio ambiente, si no que debido a que estos pierden su capacidad
antimicrobiana como consecuencia de la fotdlisis y los productos fotogenerados
aparentemente no son activos frente a los microorganismos podria verse favorecida la
disminucién de la resistencia bacteriana a multiples antimicrobianos, un problema
emergente que genera grandes problemas en el tratamiento de enfermedades

infecciosas?22.
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CAPITULO VII.
CONCLUSIONES FINALES

CONCLUSIONES FINALES

Si bien en cada capitulo de resultados y discusién se presentaron las conclusiones
parciales obtenidas, a continuacién se numeran puntualmente las mismas a modo de

resumen:

. Tanto Rosa de bengala (RB) como Perinaftenona (PN) son colorantes sintéticos
capaces de fotosensibilizar la degradacién oxidativa de los antibi6ticos B lactamicos
estudiados.

. En presencia de RB la fotodegradaciéon puede darse por la participacién de las
especies O(1Ag) y O2-. Mientras que, solo O2(A;) estd involucrado en la
fotodegradacion de los antibi6ticos en presencia de PN como sensibilizador.

. El proceso fotooxidativo en presencia de PN y mediado por O(1Ag) es
favorecido a pH alcalino para los antibiéticos Amoxicilina y Cefadroxil debido a la
ionizacién del grupo fendlico presente solo en las estructuras quimicas de estos
antibi6ticos, mientras que no se observoé efecto del pH en la reactividad frente a O2(1A;)
para los demds antibi6ticos estudiados.

. La reaccién de fotooxidacion entre Ox(1Ag) y los antibi6ticos puede ser explicada
a través de un mecanismo que involucra un complejo de encuentro con caracter parcial
de transferencia de carga.

o Los fotoproductos obtenidos luego de la degradacién fotosensibilizada de los
antibiéticos Amoxicilina y Cefalexina provienen de la oxidacion de los grupos -CHs del
anillo P lactdmico a -COOH y posterior adicién de atomos de oxigeno en el anillo
aromatico que poseen los mismos en su cadena lateral.

. El pigmento natural Riboflavina (Rf) es capaz de sensibilizar la fotodegradacién
de los antibi6ticos estudiados.

. Los antibi6ticos interaccionan con los estados electrénicos excitados de Rf y con
las especies reactivas de oxigeno generadas a partir de dichos estados (O, H:O; y
OH), lo que se conoce como mecanismo de fotosensibilizacién Tipo I, asi como con la

especie O;(Ag) generada a través de un mecanismo de fotosensibilizacién Tipo II, dado
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por la transferencia de energia entre el estado triplete excitado Rf y el oxigeno en su
estado fundamental.

. Para los antibi6ticos Amoxicilina y Cefadroxil los mecanismos de
fotosensibilizacién en presencia de Rf resultaron competitivos, para Ampicilina y
Cefalexina prevalece el mecanismo mediado por O:(1Ag), mientras que para
Ceftriaxona y Cefotaxima predomina la via radicalaria.

. Las evidencias encontradas en los ensayos microbiol6gicos muestran
claramente que la capacidad bactericida de los antibi6éticos Amoxicilina, Cefalexina,
Ceftriaxona y Cefotaxima se ve disminuida como consecuencia de la fotodegradacién
sensibilizada sobre las cepas de S. aureus estudiadas, mientras que para Cefadroxil y
Ampicilina este proceso no produce modificaciones significativas en la actividad
antimicrobiana. Paralelamente, los fotoproductos que eventualmente podrian
generarse como consecuencia de la fotooxidacién sensibilizada de los Atb cuya
capacidad bactericida disminuye, al parecer no poseen actividad antimicrobiana sobre
las cepas evaluadas.

. Los resultados demuestran que los procesos de fotodegradacion sensibilizada
de antibiéticos de la familia de las penicilinas y cefalosporinas podrian contribuir a la
disminucién de estos compuestos en el medio ambiente y, debido a que estos pierden
su capacidad antimicrobiana como consecuencia de la fotélisis, se favorece la
disminucién del desarrollo de resistencia bacteriana a multiples antimicrobianos, un
problema emergente que genera grandes problemas en el tratamiento de enfermedades

infecciosas.

176 )

—




CAPITULO VIIL.
APENDICES

VIII-1. ESTRUCTURAS QUIMICAS DE LOS SENSIBILIZADORES EMPLEADOS

Rosa de bengala (fluoresceina 3, 4, 5, 6-tetracloro-27, 4°, 5°, 7’-tetraiodo-diani6n)
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VIII-2. DEDUCCION DE LA ECUACION DEL METODO DE DOBLES INVERSAS

A continuacién se muestra un esquema simplificado de fotooxidacién sensibilizada a
partir del cual se realizara la deduccién del método de dobles inversas. Dicho método

supone como Unica reaccion la de un sustrato (A) con oxigeno singlete (O2 (1Ag)).

S la 16* kisc 53G*

k
38* + 0,(°Ly) ——> S + O,('A,)
kd

O,('Ay)

aO,('Ag) + BaA —— O,(Zy) +A

02(329-)

K,
aO,('Ag) + BsA — > productos oxidados

Donde a y Pa representan los coeficientes estequiométricos respecto a O2(1Ag) y A,
respectivamente.
Teniendo en cuenta el esquema anterior, el rendimiento cuantico de desaparicién de A

se puede expresar como:

D 5= (Ba)" (-3[A]/8Y) / I, =k [A] [O5(*Ag)] / 1,

A partir del rendimiento cuéntico de generacién de O (1A;) por el sensibilizador
@4 =kgy = [02CZ)]1 PS*1/ 1,

y bajo la suposicién de estado estacionario para O (1Ag)

(o) S[Ox('Ag)] / 8t =1, @p - ky [Ox(1A] + (K, + k) [O(1A)] [A] =0

se puede expresar la concentracién de Oz (1Ag) por la siguiente ecuacion:

[0,('A] =1, ®a/ {kg + (k, + ky) [A]}

la cual, teniendo en cuenta que (kq + k;) = k¢, se puede escribir:

[02(1Ag)] = Ia (DA / (kd + kt [A])
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Luego, por reemplazo en la primera ecuacién se obtiene que:

D 5= Dy Kk [A]/ (kg + K [A))

la cual se puede reescribir como:

(@A) = (@) kg + (ke [A]) / & [AL = (@) {(kg / ke [A]) + (k / k)

Si expresamos (®-a)1= (v.a)? / (I.)! donde v.a representa la velocidad de desaparicién

de A y reordenando, se obtiene

(V)" = (@a L) {(ky / ke [AD + (k¢ / )}

Bajo condiciones experimentales constantes (iluminacién, geometria, sensibilizador), es

operativamente conveniente la determinacion de v.a en lugar de ®.a.

Haciendo un grafico de dobles inversas, es decir, graficando la inversa de la velocidad
de desaparicién del sustrato en funcién de la inversa de su concentracion, se obtiene
una linea recta de pendiente kq / kr y ordenada k: / k.. Mediante el cociente ordenada /

pendiente y conociendo el valor de kq para el solvente utilizado es posible evaluar k.
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VIII-3. GLOSARIO DE ABREVIATURAS Y SIMBOLOS UTILIZADOS

A: sustrato fotooxidable

Amp: ampicilina

Amx: amoxicilina

Atb: antibi6ticos

AMH: agar Mueller Hinton

AN: agar nutritivo

CAT: catalasa

CN: caldo nutritivo

Cfd: cefadroxil

Cft: ceftriaxona

Cfx: cefalexina

Ctx: cefotaxima

CIM: concentracién minima inhibitoria

D:O: 6xido de deuterio o agua deuterada

DM1: S. aureus, coleccion bacteriana del departamento de microbiologia 1.
DM2: S. aureus, coleccion bacteriana del departamento de microbiologia 2.
H20:: peréxido de hidrégeno

e: coeficiente de extincién molar

L.: intensidad de luz absorbida

1k4: constante de velocidad para la desactivacién natural del estado singlete excitado
del sensibilizador

kg constante de velocidad para la desactivacién del estado singlete excitado del

sensibilizador por un sustrato A
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kisc: constante de velocidad de entrecruzamiento de sistemas

3ka: constante de velocidad para la desactivacién natural del estado triplete excitado
del sensibilizador

3ky: constante de velocidad para la desactivacion del estado triplete excitado del
sensibilizador por un sustrato A

kp: constante de velocidad de formacién de productos.

3kqo2: constante de velocidad de desactivacion del estado triplete del sensibilizador por
Oz (3%¢)

kis: constante de velocidad para la desactivacion quimica de O3(1Ag) por el
sensibilizador

ker: constante de velocidad de transferencia de energia

ka: constante de velocidad para la desactivacion natural de O>(1Ay)

kq: constante de velocidad para la desactivacion fisica de O2(1Ag) por un sustrato A

k:: constante de velocidad para la desactivacion quimica de Oz(1A;) por un sustrato A
ke: constante de velocidad para la desactivacién total de O2(1Ag) por un sustrato A (k; +
ko)

ksv: constante de Stern-Volmer.

LFF: laser flash foto6lisis

NaN3s: azida de sodio

Oz (3Zy): estado fundamental de la molécula de oxigeno

O2(1Ag): estado singlete excitado de la molécula de oxigeno

Oz*: anio6n radical superéxido

HO-*: radical hidroxilo

PN: perinaftenona

ppm: partes por millén
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RB: rosa de bengala

Rf: riboflavina

S: sensibilizador

1S*: estado singlete excitado del sensibilizador

35*: estado triplete excitado del sensibilizador

SOD: superéxido dismutasa

SPC: conteo de fotén tnico

S. aureus: Staphylococcus aureus

TRPD: técnica de deteccién de fosforescencia de Oz(1A;) resuelta en el tiempo

1t: tiempo de vida del estado singlete excitado de un sensibilizador en presencia de un
sustrato A

11p: tiempo de vida del estado singlete excitado de un sensibilizador en ausencia de un
sustrato A

3t: tiempo de vida del estado triplete excitado de un sensibilizador en presencia de un
sustrato A

310: tiempo de vida del estado triplete excitado de un sensibilizador en ausencia de un
sustrato A

. tiempo de vida de O(1A;) en presencia de un sustrato A

10: tiempo de vida de O2(1Ag) en ausencia de un sustrato A

UFC: unidades formadoras de colonias

vi: velocidad relativa de consumo de oxigeno

Do rendimiento cuantico de generacion del radical neutro de riboflavina

®,: rendimiento cuéntico de generacién de O(1Ag) por el sensibilizador
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