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Sed es beberse a tragos las estrellas,
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Capitulo 1

Introduccion

1.1. Antecedentes historicos de las reacciones de nitrosa-
cion

El origen de las reacciones de nitrosacion estd ligado al de la propia quimica.
Durante el siglo XVIII, en el albor de la nueva ciencia, una de las primeras reac-
ciones que se estudio sistematicamente fue el ataque de los poderosos acidos
minerales a los alcoholes aislados de los alimentos. Asi, de la condensacién
de alcoholes y 4cido nitroso se obtuvieron los primeros nitrosocompuestos:
los ésteres de nitrito.* Estos compuestos atin no tenfan aplicacién algunay se
descomponian facilmente, por lo que merecieron escaso interés.

Mucho més atractivos fueron los siguientes nitrosocompuestos descubier-
tos: las nitrosaminas. En 1846, el politico y quimico calabrés Raffaele Piria
trabajaba en la Universidad de Pisa aislando y caracterizando productos de
descomposicion de proteinas vegetales. En un experimento, a partir de unos
kilos de almortas obtuvo unos pocos gramos de unos cristales que, tras multiples
ensayos, identificé como 4cido aspartico.® Haciendo pruebas con los cristales,
trat6 una disolucién de los mismos con 4cido nitroso y observé que se transfor-
maban en 4cido mélico (esquema 1.1).

Asombrado, publicé el descubrimiento de la reaccién de desaminacién en una
pequena revista italiana llamada Il Cimento. Esta publicacién apenas tenia difu-
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Esquema 1.1: Reaccién de Piria.

sién, pero su articulo circulé por toda Europa. Dos afios mds tarde su trabajo se
tradujo al alemdn, idioma en el que alcanzé una gran repercusién.>® Uno de los
quimicos mds importantes de la época, August Wilhelm von Hofmann, aplic6
enseguida la reaccion a una gran variedad de aminas alifdticas y aromaticas,
entre ellas la anilina, que consigui6 transformar en fenol.” Uno de sus alumnos,
William Henry Perkin, con tan s6lo dieciocho afios, descubri6 por casualidad
mientras experimentaba con la anilina el primer colorante sintético de la histo-
ria al que denominé ptrpura de anilina.® Hasta ese momento los colorantes se
obtenian mediante costosos procesos a partir de plantas, insectos, moluscos o
minerales, por lo que el inmenso potencial econémico que tenian los nuevos
colorantes artificiales espole6 la investigacion sobre el tema.

En 1858 —mientras Perkin inauguraba su primera fabrica de ptrpura de
anilina®— el alemén Johann Peter Griess aisl6 el primer diazocompuesto en un
paso intermedio de la reaccion de Piria aplicada al 4cido picramico (esquema
1.2).10 Al cabo de un tiempo también consiguié aislar las primeras sales de
diazonio aromaticas!! y descubrié que se podian acoplar a otros compuestos
aromadticos para obtener pigmentos cuyo color dependia de las moléculas de
partida. '? Sin embargo, a pesar de la gran cantidad de dinero que podia haber

O,N NH, O,N N,
HNO,

NO, NO,

Esquema 1.2: Primer diazocompuesto aislado.
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Esquema 1.3: Reordenamiento de Fischer-Hepp.

ganado con los resultados de su investigacion, Peter Griess nunca quiso sacar
provecho econémico de su trabajo. Cedi6 libremente todas sus recetas a la
industria de los colorantes y apenas registr6 patentes. Sus descubrimientos le
habian dado toda la satisfaccién que necesitaba.

En los afios siguientes se produjeron un gran niimero de avances en el drea

de la nitrosacién. En 1863, utilizando la reaccién de Piria, se aislaron las primeras
nitrosaminas a partir de aminas secundarias '3 y, en 1874, Viktor Meyer describi6
por primera vez la nitrosacién de un carbono de una molécula aromatica. 4-16
Pronto se fueron caracterizando nuevos nitrosocompuestos procedentes de
las reacciones entre el 4cido nitroso y otros grupos funcionales de moléculas
orgénicas.
En aquella época, elucidar la estructura de los nuevos compuestos no era nada
facil.1” Ala ausencia de técnicas se sumaban las peculiares propiedades de las
moléculas estudiadas. Los nitrosocompuestos presentaban colores muy varia-
dos que incluso cambiaban al preparar disoluciones y los diazocompuestos mos-
traban una reactividad muy diferente a la de las sales de diazonio, pese a tener
ambos la misma férmula empirica, ArN»X. Por consiguiente, la determinacién
de los mecanismos de reaccion se hacia mds compleja todavia, especialmente
tras encontrarse nuevas reacciones de reordenamiento que afectaban a molé-
culas nitrosadas. !® En 1886, Otto Fischer y Eduard Hepp descubrieron que el
grupo nitroso en O-nitrosocompuestos arométicos podia cambiar su posicién
de un oxigeno a un carbono de la misma molécula (esquema 1.3) 19 yen 1903
Nikolai Demjanov observé que los ciclos con radicales que poseen una amina
primaria, al tratarlos con 4cido nitroso, se expandian (esquema 1.4).20.21

Con el tiempo, la obtencién de nuevos colorantes dejé de ser un incentivo
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Esquema 1.4: Reordenamiento de Demjanov.

para investigar sobre las nitrosaciones y, dadas las escasas aplicaciones que
tenian en otras industrias y su poca utilidad en sintesis orgdnica, estas reacciones
perdieron interés, como demuestra el nimero de publicaciones sobre la materia
en la primera mitad del siglo XX (figura 1.2).

En los afios 50 un descubrimiento volvi6 a atraer la atencién de la comuni-
dad cientifica hacia las reacciones de nitrosacién. Dos toxic6logos britdnicos,
John Barnes y Peter Magee, descubrieron que la dimetilnitrosamina, un nitroso-
compuesto utilizado como disolvente, provoca cancer. Unos afios antes habian
estudiado su toxicidad tras conocer que, después haber estado expuestos duran-
te unas semanas a dimetilnitrosamina, los empleados de un laboratorio inglés
habian contraido graves enfermedades hepdticas, llegando a fallecer uno de
ellos.?? La forma en que el compuesto dafaba el higado, con necrosis y he-
morragias internas, les recordé los casos de envenenamiento con “Hierba de
Santiago”, una planta temida por los ganaderos de toda Europa.?® Casualmente,
unas semanas después de su estudio, apareci6 un articulo que demostraba que
animales a los que se les habia suministrado durante un largo periodo de tiempo
una pequefa cantidad no téxica de extractos de Hierba de Santiago habian
desarrollado céncer.?* Magee y Barnes repitieron el mismo experimento con
dimetilnitrosamina, obteniendo idéntico resultado: las ratas a las que habian
administrado pequenas dosis de dimetilnitrosamina durante semanas enferma-
ron con tumores cancerosos en el higado.?® El impacto de su trabajo hizo que
cientificos de todo el mundo comenzasen a estudiar las propiedades biol6gicas
de otros nitrosocompuestos, descubriéndose casi siempre que eran igualmente
peligrosos.

En 1964 se encontré una nueva fuente de nitrosocompuestos tras la muerte por
céncer hepdtico de varias ovejas en Noruega. El andlisis de su pienso a base de
harina de arenque demostr6 que el nitrito s6dico utilizado como conservante
habia reaccionado con elementos del pescado formando nitrosaminas. %728
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Figura 1.1: De izquierda a derecha y de arriba a abajo: Rafaelle Piria (1814-1865), August
Wilhelm von Hoffman (1818-1892), William Henry Perkin (1838-1907); Johann Peter
Griess (1829-1888), Viktor Meyer (1848-1897), Nikolai Yakovlevich Demjanov (1861-
1938); Peter Noel Magee (1921-2000) y John Morrison Barnes (1913-1975).
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Figura 1.2: Ntiimero de publicaciones por afio con el tema “nitrosacién” segtin la pagina
ISI web of knowledge.?*

Como el uso del nitrito s6dico estaba muy extendido en la industria alimentaria
—como colorante, potenciador del sabor e inhibidor del crecimiento de la Clos-
tridium botulinum, bacteria anaerobia responsable del botulismo— aumenté
la preocupacién por la exposicion humana a los nitrosocompuestos y, en 1968,
la Organizacién Mundial de la Salud organiz6 en Jamaica un congreso sobre
el tema. En él se apremi6 a desarrollar un nuevo método de andlisis puesto
que los que habia entonces, basados en el andlisis colorimétrico de los nitroso-
compuestos separados por cromatografia, no tenian la sensibilidad suficiente
para determinar las pequefias cantidades presentes en los alimentos.3? Al poco
tiempo, una empresa norteamericana, Thermo-Electron Corporation, present6é
un dispositivo que sometia a pirélisis a los nitrosocompuestos que habia se-
parado por cromatografia. De esta forma, se descomponian emitiendo 6xido
de nitrégeno, que cuantificaba por medio de espectroscopia de infrarrojos. El
aparato, denominado “Analizador de energia térmica” (TEA), era tan eficaz que
inmediatamente se convirtié en un instrumento estandar.3!

Tras el trabajo de Magee y Barnes fueron apareciendo nuevas fuentes de ex-
posicién humana a nitrosocompuestos. En 1965 se encontraron en el tabaco, 32
en 1973 en el caucho de tetinas y chupetes, 3 en 1977 en cosméticos3*3° y en
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1979 en la cerveza. 3637 También se demostré que el hecho de consumir nitrito
sédico en la dieta podia hacer que los nitrosocompuestos se formasen en el pro-
pio aparato digestivo3® (condiciones ideales de pH y temperatura del estémago
o catalisis por enzimas de los flujos digestivos3?). Por ello, las agencias y orga-
nismos reguladores en el &mbito de la Ciencia y Tecnologia alimentaria fueron
elaborando normas ad hoc para reducir sus niveles. Asi aparecieron reglas para
limitar las cantidades permitidas de nitrito s6dico en alimentos o para modificar
el proceso de secado del tabaco y de tostado de la malta en la fabricacién de
cervezas. El grupo de Sidney Mirvish,*° en Estados Unidos, demostré que el
acido ascérbico dificulta el mecanismo de nitrosacién por inhibicién in vivo de
nitrosocompuestos*! o por conversién de los agentes nitrosantes en el inocuo
6xido nitrico. *? Pronto se demostré que el consumo de 4cido ascérbico inhibia
también la formacién de nitrosocompuestos in vivo, reduciendo el cancer en
estudios epidemiolégicos. Por ello, se establecié que a todo alimento que inclu-
yese nitrito sédico como aditivo se le deberia incorporar también una pequefia
cantidad de 4cido ascérbico u otro inhibidor (véase pagina 87).

En la actualidad el estudio de las reacciones y mecanismos de nitrosacién
ocupa diversas dreas cientificas: los bi6logos examinan los mecanismos de actua-
cién de los nitrosocompuestos, *3 los médicos hacen estudios epidemiolégicos
sobre personas y 4reas de exposicion?* y los quimicos estudian los mecanismos
de nitrosacién y la forma de inhibirlos o bloquearlos. *°

1.2. Motivacion del trabajo

En todos esos afnos de historia, la quimica de la N-nitrosaciéon (pagina 78)
ha sido un drea fructifera para la quimica fisica orgédnica y la cinética quimica.
Actualmente se entienden perfectamente muchas reacciones y, en muchos casos,
se ha establecido la naturaleza de las especies nitrosantes efectivas, a menudo
por procedimientos cinéticos.

En contraste, las reacciones de C-nitrosacién (pagina 73) son mucho me-
nos conocidas, debido en parte a la debilidad de los agentes nitrosantes como
electrofilos y a la baja solubilidad de los sustratos, que dificultan mucho el
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Figura 1.3: Sustratos cuya nitrosacion se ha estudiado. De izquierda a derecha: etilben-
ceno, fenetilamina, tiramina, dopamina, serotonina y minoxidilo.

seguimiento de las cinéticas y el establecimiento de un mecanismo.

En la bibliografia apenas se encuentran trabajos donde se haya abordado la
nitrosacion de moléculas complejas que puedan ser objeto de C- y N-nitrosacién
simultdnea.*® Y eso a pesar de que el hombre estd muy frecuentemente en con-
tacto con sustratos con varios grupos nitrosables que pueden conducir a la
formacién de nitrosocompuestos potencialmente peligrosos. Dentro de esa ca-
tegoria se encuentran algunos aminodécidos, lipidos y medicamentos.

Por esas razones se ha abordado el trabajo descrito en esa Memoria. Como
objeto de estudio se ha elegido una serie de moléculas bioactivas con varios
sitios nitrosables: etilbenceno, fenetilamina, tiramina, serotonina y minoxidilo
(figura 1.3).

Las cinco primeras moléculas constituyen el grupo de las catecolaminas y com-
puestos relacionados. Ejercen importantes funciones en el organismo donde
actiian como neurotransmisores, siendo frecuentes en numerosos alimentos.
Por su parte, el minoxidilo es un firmaco antihipertensivo cuyo uso se ha popu-
larizado en los dltimos afios para combatir la alopecia.

Ademads del problema que entrafia la ingestién de estos compuestos por
su posible interaccién con agentes nitrosantes en el aparato digestivo, existe el
riesgo de que alguna de estas moléculas neurotransmisoras (dopamina y sero-
tonina, principalmente) puedan reaccionar con los nitratos/nitritos presentes
en el fluido cerebroespinal, especialmente en el caso de alguna enfermedad
neurolégica, cuando la concentracion de nitrito aumenta y el pH del medio
puede facilitar mecanismos de nitrosacién. 4’
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2.1. Acido nitroso y nitritos

El 4cido nitroso, HNOj, es un dcido inorgdnico monoprético conocido desde
la Edad Media. Fue descrito por primera vez en el siglo XIII por el falso Geber,
un famoso alquimista an6nimo probablemente de origen espafiol en su libro
De inventione veritatis.*® A partir de vitriolo de Chipre (CuSOy), salitre y agua
obtenia 4cido nitroso segtin las siguientes reacciones: *°

2CuS0O4 —2Cu0+2S0;2 + 0y
KN03 + SOg - KOgSONO
2 KOgSONO nd N203 + KZSO4 + SOg
N203 + HgO -2 HNOZ

El 4cido nitroso es un compuesto que no puede ser aislado como compuesto
puro,® ya que se descompone en 4cido nitrico, agua y 6xido nitrico: %!

3 HNO, = HNO; + H,0 + 2 NO

La constante de este equilibrio fue determinada por Gilbert Lewis hace mas de

un siglo: %2
_ [HY]INO31pg,

— 21 °
[HNO,J® =29atm”“ M " (25°C) (2.1

41
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También se determiné el mecanismo de descomposicién, que consiste en la
formacién del anhidrido nitroso y su posterior transformacion, seguida de hi-
drolisis: !

4HNO, = 2N;03+2H,0
2N,03 = N04+2NO

k.
N,04 + H,0 ?‘i 2 HNO;
f

Si la hidrdlisis es la etapa limitante, se puede deducir la ecuacién teérica de
velocidad a partir del mecanismo anterior:

———— — kf[HNO3][H*][NO3] 2.2)
NO

Esta ecuacion explica por qué en procesos industriales, para evitar la descom-
posiciéon del acido nitroso, se trabaja en una atmdsfera de 6xido nitrico. Una
presién parcial de 1 atm garantiza la supresion del proceso.

También el hecho de que el producto de reaccién sea un gas con baja solubilidad
en agua (1,93-1073 M atm™!, 23 veces menor que el oxigeno molecular) hace
que la velocidad de descomposicién dependa de la agitacion del medio.®3 Otro
factor caracterizado es la influencia de la temperatura en la velocidad:

6250
log,o ka =22,65— — atm®> M3 min~! (2.3)
En condiciones 4cidas, la descomposicién del 4cido nitroso a lo largo del tiempo
aumenta de complejidad, ya sea por reacciones de protonacién de los compues-
tos implicados:

HNO, + Ht = H2NO;
N203 +2H+ g 2NO+ +H20

o por reacciones de los productos gaseosos de la descomposicién:

N203 — NO + NOZ
2NO + 0y — 2 NO,
2NO;, + HoO = HNO, + HNOg3
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Figura 2.1: Estructura del 4cido nitroso.

Debido a su descomposicidn, el &cido nitroso no se puede adquirir de forma
comercial, pero se prepara facilmente in situ por acidificaciéon de cualquier
nitrito con un dcido mineral:%*

NaNO, + HCl 22 HNO, + NaCl

Se pueden preparar disoluciones libres de otros iones escogiendo combinacio-
nes de reactivos cuyas sales sean insolubles:

Ba(NO»)y + HyS04 <% 2 HNO, + BaSO, |
AgNO, + HCl 2% HNO, + AgCl]

El 4cido nitroso gaseoso se puede preparar mezclando agua, 6xido nitrico y
diéxido de nitr6geno en la misma proporcién:

2HNO> (g) = H20 (g) + NO (g) + NO2 (g)

Como K, = 8,0-10° N m™2, a temperatura ambiente y 7,9 atm, una presion parcial
px = 2,63 atm de reactivos permite obtener tan sélo puno, = 0,0047 atm de 4cido
nitroso.

La figura 2.1 muestra la estructura de la molécula gaseosa de 4cido nitroso
determinada mediante espectroscopia de microondas. Corresponde a la forma
trans del compuesto. Existe también la forma cis, que al igual que la trans es
plana, pero mads inestable. Medidas realizadas con infrarrojos sugieren que la
forma trans es 2,3 k] mol~! mds estable que la forma cis a temperatura ambiente.
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T/°C pKa
15 3,224
20 3,177
25 3,138
35 3,100

Tabla 2.1: Constantes de acidez del 4cido nitroso en funcién de la temperatura.>®

A pesar del enlace simple central, la energia de activacién del cambio es rela-
tivamente alta, 45,2 kJ mol ™, por lo que la forma trans es mas abundante en
condiciones normales.

El 4cido nitroso es bastante débil. Su pKj, (tabla 2.1) se encuentra entre los
del acido acético (4,75) y cloroacético (2,85) y es similar a los del 4cido férmico
(3,75) y sulfanilico (3,23). Ello implica, que a pHs superiores a 5, todo el acido
nitroso esta desprotonado.

Los nitritos se suelen preparar por reduccién suave de nitratos, utilizando
carbono, hierro o plomo. El potencial estdindar de reduccién para la reacciéon:

NO3 +2H" +2e” =NO,; +H,0

es E°= 0,835 V. A escala industrial, el nitrito s6dico se prepara por reaccién entre
una mezcla de 6xidos de nitrégeno y una disolucién de carbonato sédico o
hidréxido sédico.%® La fraccién molar de diéxido de nitrégeno se denomina
grado de oxidacién (OD):

[NO2]

———— x 100=0D 2.4)
[NOJ + [NO2]

Cuando el grado de oxidacién es menor del 50 %, la reaccién que ocurre es la
siguiente:

2 NaOH + NO, + NO — 2 NaNO; + H,O
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El exceso de mondxido de nitrégeno no reacciona pero el oxigeno ambiental lo
oxida a di6xido de nitr6geno. A OD > 50% y una presion parcial del oxigeno alta,
las siguientes reacciones, mds lentas, también tienen lugar:

2 NaOH + 2 NO, — NaNOs + NaNO, + H,O
2NaOH + 3 NO, — 2 NaNO3 + NO + H,O

Con carbonato sé6dico, la reaccion transcurre de la misma manera. En la practica,
la formacién de nitrato no puede ser completamente bloqueada incluso en OD
inferiores al 50 %. La forma de evitar al méximo la aparicién de nitrato s6dico
consiste en mantener un grado de oxidacién menor al 50 % y un pH superior a 8,
para impedir la descomposicion del dcido nitroso. De esta forma se consigue un
nitrito s6dico de pureza superior al 99 % y con un contenido de nitrato sédico
de tan solo un 0,6 %.

Los demads nitritos se preparan de la misma forma, excepto aquellos cuyos
hidréxidos son caros, como el nitrito potdsico, que se prepara por reduccion.

El dngulo ONO de las moléculas de nitritos de numerosos metales (Li, Na,
K, Cs, Ag, T, Ba) varia entre 116 y 132°, con longitudes del enlace N-O com-
prendidas entre 113 y 123 pm.>° Los nitritos de metales menos basico como
Co(II), Ni(II) y Hg(II) tienen colores intensos; en ellos el enlace entre el metal y el
resto de la molécula probablemente sea de tipo covalente. La solubilidad de los
nitritos en agua varia considerablemente con el cation, asi como su estabilidad
térmica (tabla 2.2).

2.1.1. Fuentes de exposicion a los nitritos

La principal via de exposicién humana a los nitritos es oral. Otras vias de
exposicion son excepcionales dado que los nitritos no pueden ser absorbidos
por la piel y que la inhalacién involuntaria es muy complicada.®” Dos son las
fuentes principales de exposicion a los nitritos: su generacion por bacterias y su
empleo como aditivos alimentarios.

Existen dos tipos de bacterias generadoras de nitritos. Unas son las bacterias
nitrificantes, de los géneros nitrosomonasy nitrosococcus, que forman parte del
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Solubilidad Estabilidad térmica

Nitrito
/ g/100 ml /°C
NaNO, 85,5% 284 (p.f.)¢
KNO, 314b 441 (p.f)°¢
AgNO, 0,41 140
Ba(NO,), 72,8 220
Hg(NO2)2 75
NH,;NO, 60¢
% Higroscopico

b Delicuescente
¢ Funden sin descomposicion
dgy descomposicién puede ser explosiva

Tabla 2.2: Solubilidad en agua a 25 °Cy estabilidad térmica de diferentes nitritos.

ciclo del nitr6geno convirtiendo las sales de amonio del suelo y las aguas en
nitrito, siendo la principal fuente de nitritos en el agua, especialmente si procede
de zonas agricolas con gran uso de fertilizantes ricos en nitratos de amonio. %®
Otras son las bacterias desnitrificantes (Actinomyces naeslundii, Veillonella aty-
pica, Clostridium ramosum, entre otras) presentes en la boca y en el intestino,
donde reducen los nitratos procedentes de los alimentos y el agua a nitritos. 5%6°
El agua de zonas agricolas y productos como las verduras o los tubérculos son
ricos en nitratos, por lo que su consumo aumenta la cantidad de nitritos de
forma natural.

El uso del nitrito sédico como aditivo se remonta siglos atrds, ya que en car-
nes y otros alimentos acttia como colorante, potenciador del sabor, antioxidante
y antimicrobiano.

Su utilidad como colorante se debe a que reacciona con la mioglobina de las fi-
bras musculares. Esta proteina contiene un 4tomo de hierro dentro de un grupo
hemo, que proporciona a la carne su caracteristico color rojo. En condiciones
normales, la proteina capta una molécula de oxigeno, adquiriendo un color rojo
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Esquema 2.1: Transformaciones quimicas de la mioglobina.

brillante (oximioglobina) y la transporta dentro del musculo. 61 Al cortar la carne,
la mioglobina queda expuesta al oxigeno del aire que oxida su &tomo de hierro
(esquema 2.1) cambiando su color a un antiestético color pardo (metamioglo-
bina), que el consumidor asocia a carne en malas condiciones. Para evitarlo
se puede envasar la carne en una atmosfera rica en oxigeno que favorece la
formacion de oximioglobina, utilizar un antioxidante o afiadir nitrito s6dico que,
al descomponerse en 6xido nitrico, se une al hierro del grupo hemo haciendo
que la proteina, nitrosomioglobina, adquiera un color rojo duradero. % Cuando
se calienta la carne por encima de 60 °C, este pigmento se desnaturaliza y se
convierte en el nitrosilhemocromo que da como resultado el color rosado tipico
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de las salchichas cocidas. Tanto el nitrosilhemocromo como la metamioglobina
pueden seguir oxiddndose con el tiempo y generar colorantes que van del ama-
rillo al verde.

La principal aplicacién de los nitritos en la industria alimentaria es como con-
servantes ya que inhiben el desarrollo de bacterias a partir de sus esporas. De
esta forma los nitritos eliminan el peligro de contaminacién con Clostridium
botulinum, bacteria esporogénica que provoca el botulismo. % Este organismo
segrega una toxina que estd considerada uno de los compuestos més venenosos,
dado que 1 mg puede matar a més de un millén de conejillos de indias. Al ser
anaerobia, era frecuente su aparicién en embutidos, conservas y alimentos en-
vasados al vacio. El uso de nitrito y otras técnicas de esterilizacién han hecho
que esta bacteria actualmente s6lo aparezca en algunas ocasiones en conservas
domeésticas. En medicina estética, su toxina se conoce como Botox.

La exposicion a nitritos y nitratos estd muy regulada. Actualmente se permite
0,5 mg/1 de nitritos y 50 mg/1 de nitratos en el agua potable (Directiva 98/83/CE
y Real Decreto 140/ 2003).%465 Como aditivo (el nitrito potasico recibe el codigo
E249 v el s6dico E250) se autorizan 50 mg/kg en productos cdrnicos no tratados
por calor, curados o desecados, 100 mg/kg en productos cdrnicos enlatados
y foie gras y 175 mg/kg en productos curados (Directiva 95/2/CE).% Segtin la
OMS, la ingestion diaria admisible de nitritos y nitratos en mg por kg de peso
corporal es de 0,07 y 3,7 respectivamente. 5

2.1.2. Los nitritos en el cuerpo humano

Hasta hace una década se pensaba que los nitritos y nitratos, ya sea inge-
ridos en la dieta o como residuos del metabolismo del 6xido nitrico, carecian
de utilidad alguna para el organismo. Sin embargo en los tltimos afios se ha
demostrado que el cuerpo humano los utiliza para generar 6xido nitrico de
forma alternativa a la NO sintasa. %

En 1998, los estadounidenses Robert Furchgott, Louis Ignarro y Ferid Murad re-
cibieron el premio N6bel por demostrar que el 6xido nitrico es una de las pocas
moléculas gaseosas que el cuerpo humano utiliza como molécula sefalizadora.
El NO acttia como neurotransmisor en el cerebro, regulador del sistema cardio-
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Esquema 2.2: Ciclo de los nitritos y nitratos en el cuerpo humano. Las flechas de color
negro representan la circulacién del nitrato en el organismo, las flechas de color naranja,
la del nitrito y las flechas de color verde, la del 6xido nitrico.

vascular® y en las defensas, que lo emplean para destruir microorganismos
utilizando el NO para atacar ADN, proteinas y componentes de la pared celu-
lar.”% Por eso se emplean habitualmente en medicina compuestos que liberan
6xido nitrico, como la nitroglicerina o el nitrito de amilo (pdgina 65), o bien
favorecen su liberacion, como el sildenafilo o el taladafilo.

Generalmente el cuerpo humano genera NO con ayuda de la 6xido nitrico
sintasa (NOS) que transforma la arginina en 6xido nitroso y citrulina. De forma
anéloga a la respiracién y fermentacion celular, cuando la célula no tiene su-
ficiente oxigeno para poder sintetizar 6xido nitrico mediante la enzima NOS,
utiliza la ruta alternativa del nitrato/nitrito (esquema 2.2). 71 Bsta ruta aprovecha
el nitrito que se encuentra almacenado en la sangre procedente de la dieta y de
la reduccién del nitrato por las bacterias presentes en la saliva y lo reduce de
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varias formas a 6xido nitrico:

- Por medio de la mioglobina muscular:
NO; +Fe?* + H" — NO + Fe®* + OH™
- Con la enzima xantina oxidorreductasa:
NO; +Mo** + H* — NO + Mo°" + OH~

- Por reacciones entre el nitrito y compuestos reductores presentes en la sangre,
como acido ascoérbico (Asc) o polifenoles (Ph-OH):

H* + NO; = HNO;
2 HNO; + Asc — 2 NO + dehidroAsc + 2 H,O
Ph-OH + HNO, — Ph-O" + NO + H,O

De igual forma, el NO no utilizado se convierte otra vez en nitrito con ayuda
de la enzima ceruloplasmina, presente en la sangre y en los tejidos.

NO + Cu?t — NO* + Cu”*
NO* + H2O g HN02 +H*
HNO, = H* + NO,

Este nitrito se acumula para convertirse de nuevo en NO cuando sea necesario. Si
hay demasiado nitrito en sangre, los glébulos rojos lo oxidan a nitrato mediante
su hemoglobina (Hb) para que pueda ser excretado en el rifidn:

4NO; +4 HbO2* + 4H* — 4 NO3 +4 Met-Hb** + 2 H,0 + O,

Asi, los niveles de nitrito en el plasma sanguineo se mantienen constantes en
el rango de 20 - 40 uM. Los niveles de nitrato son menores: 50 - 300 nM. Las
personas que hacen ejercicio a menudo tienen mayor actividad de la enzima
NOS y a la vez mayores niveles de nitrito y nitrato en sangre.
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2.1.3. Anadlisis de nitritos en agua

Debido al potencial peligro de los nitritos, su frecuencia e importancia eco-
némica y biolégica, se han desarrollado multitud de métodos para el andlisis
cualitativo y cuantitativo de muestras.

Al principio, la cantidad de nitrito que habia en una muestra se conocia
afiadiéndole hidroxilamina o yoduro. De esta forma, el nitrito se reducia a nitré-
geno que se recogia y se media.’? En 1879, Peter Griess, consciente de la poca
precisién y sensibilidad del método gasométrico, propuso utilizar las reacciones
de diazotacién que habia descubierto (pdgina 34) para la cuantificacion de nitri-
tos.”® La mezcla que sugiri6, 4cido sulfanilico y 1-naftilamina en presencia de
4cido sulftrico, se denomind reactivo de Griess. En 1889, Lajos Ilosvay, profesor
de quimica en la Universidad de Budapest, perfeccioné el reactivo sustituyendo
el 4cido sulftirico por 4cido acético, que reducia la descomposicién del nitrito a
la vez que aceleraba la velocidad de reaccién. * Su mezcla, llamada posterior-
mente reactivo de Griess-Ilosvay, se hizo muy popular y actualmente se sigue
utilizado rutinariamente en multitud de 4reas.”> Un ejemplo es el procedimien-
to oficial de la AOAC (Association of Official Analytical Chemists) para determinar
nitritos en la carne. Consiste en homogeneizar y extraer el nitrito de la muestra,
diluir 100 veces, calentar durante una hora para eliminar interferencias y tras
neutralizar, aplicar el reactivo de Griess-Ilosvay. 76 Bl reactivo incluso se utiliza
en el andlisis cuantitativo de nitratos, previa reduccién a nitritos mediante zinc.
Una critica habitual al método de Griess es que para poder medir el nitrito re-
quiere de cuatro reacciones en las que participan compuestos muy inestables.
En primer lugar, a partir de nitrito se forma un agente nitrosante que nitrosa la
1-naftilamina. A continuacioén, ésta se reordena en un diazocompuesto y, por
dltimo, se produce la reaccién de copulacién entre el diazocompuesto y el 4cido
sulfanilico (pagina 80). Esto puede producir una reduccién de la exactitud que
ha promovido la bisqueda de nuevos reactivos para la reaccién u otros métodos
de andlisis basados en nuevos sistemas.

Existen técnicas que miden el nitrito directamente por conductimetria o
electrocatélisis. Son métodos incémodos que requieren una separacién previa
del nitrito por cromatografia. Esta condicién excluye la mayor parte de muestras
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de origen biolégico, que tienden a precipitar en la columna, a no ser que se
sometan a otra purificacion previa. También se puede analizar el nitrito directa-
mente por espectroscopia ultravioleta o por infrarroja. Sin embargo, ademaés de
la alta pureza que requieren, debido a su baja absortividad molar, no se pueden
medir concentraciones diluidas por debajo de 1 mM.

La alternativa mads sencilla a la reaccion de Griess es cuantificar el nitrito

por medio de una reaccién de nitrosacion. Presenta la ventaja de que existen
un gran nimero de sustratos nitrosables, cada uno con propiedades diferen-
tes que permiten utilizar multitud de técnicas para la medida. Asi, se puede
utilizar difenilamina para medir mediante polarografia de pulso diferencial;
2,4,6-triaminopirimidina, mepazina, 2-mercaptoetanol o 4cido cromotrépico,
entre otros, para el uso de colorimetria; diaminonaftaleno para fluorometria, o
los compuestos voldtiles 1-hidrazinoftalazina o p-bromoanilina para la deter-
minacién mediante cromatografia de gases. Esta variedad de técnicas permite
esquivar interferencias, problemas de purificacién y descomposiciones. Sin em-
bargo, el principal inconveniente de estas reacciones es que requieren medios
&cidos que favorecen la descomposicién del nitrito en 6xido nitroso (pagina 41),
aunque cada técnica tiene fijadas unas condiciones de trabajo que lentifican
dicho proceso.
Una forma de evitar los inconvenientes de la descomposicién es nitrosar com-
puestos reductores como el ion yoduro o el 4cido ascérbico que convierten todo
el nitrito en 6xido nitroso, que se puede medir luego por quimioluminiscencia.
Son técnicas de tres pasos, puesto que después de la nitrosacion del reductor
existe una reaccion de transferencia electrénica interna que forma é6xido nitrico.
Otro reductor empleado es la hidroquinona, que permite cuantificar el 6xido
nitrico por neumatoamperometria.

Existen otros métodos para el anélisis cuantitativo del nitrito, pero son poco
frecuentes y tienen menos aplicaciones. Algunos estdn basados en la capacidad
del nitrito de catalizar algunas reacciones, otros utilizan enzimas biolégicas,
como la nitritorreductasa para obtener amoniaco y cuantificarlo o, incluso, se
ha desarrollado un método de cinco pasos, basado en el de Griess que, tras la
copulacién, emplea sulfato de amonio y cobre (II) para formar un triazol fluo-
rescente. Aunque se puede escoger entre infinidad de métodos en funcién del
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Figura 2.2: Técnicas de andlisis del ion nitrito segtin el nimero de etapas y reactivos
empleados.
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Método LD Método LD
Absorcién 6ptica directa 1,0 mM Catalisis de reacciones 0,4 uM
Cromatografia en papel 0,2mM Conductimetria 0,2 uM
Enzimas biolégicas 0,1 mM Cromatografia indirecta 0,2 uM
Formacion de complejos 40,0 uM  Captura de electrones 0,1 uM
Electrocatalisis 10,0 yM  Quimioluminiscencia 0,1 uM
Absorcién 6ptica de NOX 4,0 uM  Resonancia Raman 0,1 uM
Neumatoamperometria 4,0 uM  Extraccién del disolvente 40,0 nM
Electrodos 1,0 uM  Fluorescencia 20,0 nM
Método de Griess 1,0 uM  Crom. gas-liquido 20,0 nM
Desactivacion de fluoresc. 1,0 uM  Polarografia 6,0 nM
Valoraci6n 1,0 uM  Absorcién de colorantes 0,02 nM

Tabla 2.3: Limites de deteccién (LD) de los diferentes métodos de determinacién de
nitrito.

origen de las muestras, del precio o del tiempo, material y precisién necesarios
(tabla 2.3), el método de Griess sigue siendo hoy el més utilizado a pesar de su
antigliedad.

En cuanto al analisis cualitativo, la forma tradicional de caracterizar nitritos
en una muestra consiste en afiadir 4cido sulftirico o acético concentrados y
sulfato ferroso. Si hay nitritos aparece un color pardo oscuro que corresponde
al complejo nitrosilhierro.”” Existe otra forma, que pasa por descomponer el
nitrito anadiendo acido sulfarico concentrado e hirviendo. A continuacién se
hacen pasar los gases desprendidos por un filtro htimedo con yoduro y almidén.
Si hay nitrito, el NO, desprendido oxida el yoduro haciendo que el yodo creado
de lugar a un color azul con el almidén.
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2.2. Agentes nitrosantes

Por si mismo, el 4cido nitroso no es un buen agente nitrosante. Se puede
valorar como un hidréxido de nitrosilo, NO*OH™, donde la elevada basicidad
del hidroxilo hace que el nitrosonio pierda su capacidad electrofila. Al estar en
medio 4cido, el 4cido nitroso se descompone en compuestos mucho mds activos
que nitrosan mucho més rédpido, por lo que no se puede considerar un agente
nitrosante efectivo y no se tiene en cuenta.

2.2.1. Iones nitrosonio y nitrosacidio

El ion nitrosonio, NO™, es un compuesto isoelectrénico con el CO y el N».
Debido a la existencia del triple enlace entre el nitrégeno y el oxigeno, el espacio
entre los nticleos de estos dos 4tomos es de 106 pm. Se trata de un compuesto
muy utilizado en quimica orgénica e inorgénica dado su caracter de oxidante
monoelectrénico: '8

NOT +e” =NO

El potencial estdndar de reduccion para esta reaccion se encuentra comprendido
entre E°= 1,28 Vy E°= 1,02 V, en funcién de la polaridad del disolvente que
estabilice su carga eléctrica.”

Existen ciertas sales de nitrosilo (pdgina 62) que son estables e incluso co-
merciales, con purezas superiores al 95 %: NOBF4, NOCIO,4, NOPF... El tetrafluo-
roborato de nitrosilo también se puede preparar en el laboratorio por reaccion
entre nitrito de amilo y anhidrido propiénico en presencia de una disolucién
acuosa de HBF,.8 Las sales de nitrosilo son sensibles a la humedad y se suelen
almacenar en botellas de pléstico y atmdsfera inerte, puesto que los productos
de descomposicién expuestos al aire reaccionan con el vidrio. Son solubles y
estables en MeCN, MeNO» o SO liquido, pero reaccionan con dietil éter, ace-
tona o tetrahidrofurano. Son insolubles en CH,Cl; y otros disolventes clorados.
También se pueden disolver en metanol, aunque forman un equilibrio con éL

NO* + MeOH = MeONO + H*
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El ion nitrosonio se forma por la acidificacién del acido nitroso:
HNO, + H" = NO* + H,0

La constante de este equilibrio viene dada por la ecuacién:

INO"lay

= (2.5)
[HNO,] ayy+

La constante de este equilibrio, a 20 °C, vale 2-10~7.8! Su valor implica que la
formacién de ion nitrosonio esta favorecida a alta acidez y baja actividad acuosa,
como ocurre con los dcidos concentrados. Siguiendo los picos caracteristicos
del ion nitrosonio en 260 nm en espectroscopia ultravioleta y en 2.300 cm ! en
Raman, se ha demostrado que el 4cido nitroso en 4cido perclérico al 60% o en
acido sulfiirico al 60 % esta totalmente convertido en NO* .82

Sin embargo, en condiciones de moderada acidez, existen pruebas de que el ion
nitrosacidio (H,NO3) es un constituyente importante de la disolucion, ya que
en los espectros no todo el 4cido nitroso que desaparece se presenta como ion
nitrosonio. 3 El ion nitrosacidio se forma en un equilibrio intermedio:

HNO; + HF = H?_NOEr = NO* + H,0

Por su estructura, donde una molécula neutra como el agua se encuentra aso-
ciada al ion nitrosonio, NO*H0, es de esperar que sea casi tan nitrosante
como el propio ion nitrosonio. Como la mayor parte de las nitrosaciones suelen
transcurrir en medios acuosos levemente acidos, existe controversia sobre cual
de los dos iones es el nitrosante efectivo en estas condiciones. A través de la
cinética quimica no es posible resolver la polémica, ya que ambos reactivos
proporcionan la misma ecuacién de velocidad:

v = k[S][HNO,][HT] (2.6)

Existen algunos argumentos que sugieren que en disolucién acuosa, el agen-
te nitrosante es el ion nitrosacidio. Uno de los mds importantes es el resultado de
la nitrosacion del 4cido hidrazoico en agua enriquecida en oxigeno-18, que sirve
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como trazador.®* El producto de la reaccién, azida de nitrosonio, es inestable y
se descompone rapidamente en nitrégeno y 6xido nitroso, cuya proporcién en
180 se puede analizar focilmente por espectroscopia de masas. Estas reacciones
son:

HN02 + HN3 nd NgNO + Hgo nd NgO + N2

El estudio cinético de esta reacciéon obtuvo una ecuacién experimental de velo-
cidad como la 2.6:
v = k[N31[HNO,][H"] 2.7)

lo que quiere decir que tanto el ion nitrosonio como el ion nitrosacidio pue-
den ser los agentes nitrosantes. En caso de que fuese el ion nitrosacidio, el
mecanismo de reaccion seria:

-
H,NOJ 1—3» N3NO + HoO —— N0 + N,
enta

répida

donde la etapa limitante de la velocidad seria el ataque nucleéfilo de la azida
al ion nitrosacidio. Si el agente nitrosante fuese el ion nitrosonio, la etapa limi-
tante de la velocidad (la reaccion entre el ion nitrosonio y el ion azida) vendria
precedida por la ruptura y formacién continua del ion nitrosacidio.

+ Ny
NO™ + HZO N3NO NZO + Ng

rapida lenta rdpida

H,NOJ

Dado que este equilibrio es el responsable del intercambio de oxigeno entre el
aguay el 4cido nitroso, si es més rdpido que la reaccién de nitrosacion, el 6xido
nitroso resultante tendria en el experimento la misma proporcién de 20 que el
agua utilizada. Sin embargo, la relacién entre N;GO y N;BO es mucho menor que
la del agua de los experimentos, lo que invalida el segundo mecanismo y apunta
al ion nitrosacidio como responsable de la nitrosacion.

Otros experimentos han aportado pruebas de la capacidad del ion nitrosaci-
dio como agente nitrosante efectivo. Un trabajo sobre resonancia magnética de
15N del 4cido nitroso y sus derivados encontré pruebas de un equilibrio entre
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Figura 2.3: Estructura tedrica del ion nitrosacidio.

el &cido nitroso y el ion nitrosacidio, que lentamente se descomponia en ion
nitrosonio.® El desplazamiento del equilibrio hacia el nitrosacidio aumentaba
con la acidez. Estudios teéricos han calculado la estructura del ion nitrosacidio
(figura 2.3), en el que aparece un enlace O-N tan largo que la molécula se tiene
que interpretar como un complejo [NO*---H,0].8% La energia de disociacién
de esta molécula para dar NO™ ha sido calculada en 18,2 kcal mol~'. Aun asi, a
falta de una prueba fisica definitiva, la duda subsiste, ya que también hay expe-
rimentos que demuestran nitrosacién por ion nitrosonio, como la nitrosacién
del peréxido de hidrégeno, donde la ecuacion de velocidad tiene un orden 0
respecto al sustrato:

v = k[HNO,][H"] (2.8)

lo que implica que la etapa limitante de velocidad es la formacién del ion nitro-
sonio

HNO, + H* = HyNO; —— NO* + Hy0 2% HNO;

lenta

coherentemente con el valor teérico calculado.

Algunos autores han propuesto que la estructura del electréfilo deberia
considerarse como participacién de dos formas resonantes, el ion nitrosaci-
dio y el ion nitrosonio junto a una molécula de agua, donde el coeficiente de
participacion del ion nitrosacidio disminuye al aumentar la acidez:
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H-0-2N=0:

H H

.. +
H-0} N=0

Esta teorfa podria explicar la influencia del efecto del medio en algunas nitrosa-
ciones, en las que una gran concentracion de sales neutras acelera la velocidad
de reaccion.®’

2.2.2. Tri6xido de dinitr6geno

El triéxido de dinitrégeno, N2Os, es uno de los 6xidos binarios del nitrégeno
mas inestables. Se trata de la forma anhidra del acido nitroso:

2HNO,; = N»,03 + H,O

A finales de los afios 60 y principio de los 70 la bibliografia sobre mecanismos de
formacién de N-nitrosocompuestos mostraba resultados contrapuestos sobre la
influencia de los diferentes sustratos nitrosables en la constante de velocidad,
k, de la reaccion de ataque del trioxido de dinitrégeno sobre la amina libre.
Asi, mientras Challis,® Mirvish® y Moss encontraban para la nitrosacion de
aminas de pKs elevados una constancia de los valores de k dificil de explicar, '8
Schmid encontré que, en la diazotacién de anilininas de pK < 5, el valor de k
varia, mostrando correlacién entre k y el pK del sustrato.®! Casado et al. llegaron
a conclusiones coherentes con los resultados de Schmid. %2

En 1981, Markovits et al. determinaron el valor de la constante de equilibrio
de formacién de N,O3: %
_ [N2Oslay,

~ [HNOyJ?

Markovits encontré el valor K = (3,03 + 0,23)-10~3 M~! ostensiblemente distinto
del encontrado con anterioridad por Turneyg‘l'95 (K=0,20M™1).

Con el valor de Markovits, Casado et al investigaron las reacciones de nitro-
sacion de una larga serie de aminas, recalculando los valores obtenidos por
otros autores. % Los valores de k encontrados y los de las correspondientes en-
talpia de activaciéon evidenciaron que las reacciones de nitrosaciéon de aminas

(2.9)
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Propiedad Valor
K4 1,91 atm
AH 40,5 kJ mol !
AS 139 JK~! mol™!
AG —1,59 kJ mol~!

Tabla 2.4: Magnitudes termodindmicas de la descomposicién del N,O3 a 25 °C.

secundarias transcurren mediante control por difusién, no dependiendo de la
especificidad de los sustratos.

El tri6xido de dinitr6geno sélo se puede aislar a bajas temperaturas debido a
que, por encima de su punto de fusién (—100,1 °C) se descompone:

Ky
N>,0O3 = NO + NO,
2N0O; = Ny0y4

En estado sélido, el N»Og3 es de color azul palido; liquido tiene un azul intenso a
bajas temperaturas, pero su color se desvanece y se vuelve verdoso debido ala
presencia de NO; a temperaturas més altas. El espectro visible del N»,O3 tiene
un méximo de absorcién en A =630 nm (e =29,3 M~! cm™!).%7 La disociacién
también limita la precisién con la que las propiedades fisicas del compuesto
pueden ser determinadas. A 25 °C, el equilibrio disociativo en la fase gaseosa se
caracteriza por las magnitudes termodindmicas recogidas en la tabla 2.4.5°

En el laboratorio, el triéxido de dinitr6geno se prepara condensando canti-
dades equimoleculares de NO y NO,:

NO + NOZ M N203

o por adicién de la proporcién exacta de O, al NO:

02 +4NO = 2Ny03
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También se puede preparar de forma alternativa por reduccién de 4cido nitrico
con As»03 a 70 °C, o por reduccién de acido nitrico fumante con diéxido de
azufre, seguida de hidrdlisis:

2 HN03 +2 HZO + ASZO3 nd NgOg +2 H3ASO4
2 HNOs + 2 SO, — 2 NOHSO, 2222, N, 05 + 2 H,S0,

Sin embargo, con estos métodos no se puede conseguir un producto totalmente
anhidro.

Mediante espectroscopia de microondas se determiné la estructura del
compuesto (figura 2.4).98 Destaca por tener la misma estructura plana que el
ion nitrosacidio y, también como él, un enlace central muy largo entre los dos
nitrégenos.

106,2 pm

1864pm //

N, )129,8°

114,2 pm //1051 117 5\

121,7 pm

Figura 2.4: Estructura del tri6xido de dinitrégeno.

El estudio de la reactividad quimica del triéxido de dinitr6geno se ha visto
muy limitado por su disociacién en los reactivos NO y NO,. Sin embargo, se ha
comprobado que se comporta como el anhidrido del 4cido nitroso que es. Asi,
en medio acuoso se hidroliza:

a
N,03 %, 2 HNO,
vy en medio alcalino se convierte en nitrito:

N203 + NaOH — 2 NaNOz
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La reaccion del N»,O3 con acidos concentrados forma sales de nitrosilo:
N»0O3 + 3 H,SO4 — 2NO* + H30" +3 HSOZ

Esta reaccion se utiliza como otra via de obtencién de sales como NOCIO4 o
NOBFE,.

El triéxido de dinitrégeno puede actuar como agente nitrosante en fase ga-
seosa o en disolucién acuosa. Se trata de un importante electréfilo en disolucion
acuosa, habiéndose encontrado que es la especie activa en multiples reacciones
orgdnicas e inorganicas en las que participa el 4cido nitroso, generalmente a
pHs bajos. Las reacciones de nitrosacién en las que participa este agente se
caracterizan por presentar un orden parcial dos respecto a la concentraciéon de
acido nitroso: %

v = k[S][HNO,]? (2.10)

De igual forma que con el ion nitrosonio, pueden aparecer reacciones que
presenten un orden parcial cero respecto a la concentracion de sustrato cuando
la reaccién entre el N»O3 y el sustrato sea mas rdpida que la formacién del propio
NgOgZ

v = k[HNO,]? (2.11)

2.2.3. Sales de nitrosilo

Dentro del grupo de sales de nitrosilo entran todas las combinaciones del
ion nitrosonio con otros aniones (X~) como ClI™, HSO, 6 BF}. Debido a la
electronegatividad de los 4&tomos de nitrégeno y oxigeno, estos aportan muy
poca electrofilia al enlace, por lo que dependiendo del anién, los enlaces pueden
tener muy poco caracter iénico.®! Prueba de ello son las distancias de enlace
entre los iones, menores a las que se esperarian para una unién iénica o que
algunas sales de nitrosilo sean gaseosas (tabla 2.5).

La mejor representacion de estas sales es la combinaciéon de dos estructuras
resonantes:

X*N=0:
Ry

.o +
X~ N=O.
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NOX PE/°C PE./°C dyo/pm dxx/pm O-N-X

NOF -132,5 -59,9 113 152 110°
NOCI -59,6 -6,4 114 198 113°
NOBr -56,0  descomp. 115 214 117°
NOHSO4 73,5 descomp.

NOBF, 250 250

Tabla 2.5: Propiedades fisicas de algunas sales de nitrosilo. >

Las sales de nitrosilo puras se preparan de forma diferente en funcién de su
estabilidad. Los haluros de nitrosilo, mas inestables, se preparan por reaccién
directa entre el 6xido nitrico y el halégeno:

2NO +X, = 2NOX
excepto el fluoruro de nitrosilo que se suele preparar por fluoraciéon con AgF,:%°
NO + AgF, — NOF + AgF

Las sales de nitrosilo més estables, como las ya mencionadas NOCIO4, NOBF,
6 NOPFg, se preparan haciendo reaccionar tri6xido de dinitrégeno (pdgina 62)
o cloruro de nitrosilo con una fuente del anién en acetonitrilo o nitrometano.
Muchas de estas sales estdn disponibles comercialmente (pdgina 55).

La reactividad de las sales de nitrosilo es muy alta. En medio acuoso se
hidrolizan rapidamente:

NOX + H,O — HNOz + HX

Debido a las condiciones acidas del medio, el 4cido nitroso se oxida a dcido
nitrico haciendo que estas disoluciones acuosas tengan la propiedad de disolver
metales. De esta forma, en poco tiempo, la disolucién acuosa concentrada de
NOCI se transforma en agua regia. 1
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NOX  Knox/M™! NOX Knox / M1
NOHSO, 3-107° NOSCN 30
NONOj3 3-1073 NOSC(NH,) 5.000
NOCl 1,1:107°  NOS,05 1,7-10°
NOBr 5,1-1072

Tabla 2.6: Valores de Knox a 25 °C.

Las sales de nitrosilo se emplean para nitrosar compuestos muy poco reactivos,
como amidas o sulfonamidas, o compuestos inestables en medio acido, aunque
se suelen evitar en la medida de lo posible, ya que son muy peligrosas. %! Para
evitar su hidrolisis, las sintesis siempre se realizan en medio anhidro.

Como consecuencia de su alta reactividad, la presencia de algunos anio-
nes en el medio de una reaccién de nitrosacién puede hacer que aumente su
velocidad, debido a que se forman sales de nitrosilo mediante el equilibrio:

HNO, + H" + X~ = NOX + H,0

Knox = —NOXlaw __ 2.12)
NOX™ THNO, | X Tag :

La tabla 2.6 recoge valores experimentales de Knox de varias sales de nitrosilo.
Existe una correlacion entre la magnitud de Knox v la nucleofilia de X™. La pre-
sencia de los aniones y la formacién de NOX modifica la ecuacién de velocidad
de la reaccion de nitrosacion:

v = Knoxknox [HNO2 | [XT1[HT][S] (2.13)

donde [S] es la concentracion de sustrato y knox la constante de velocidad de
orden dos de la reaccién entre NOX y el sustrato.

Para evitar el efecto catalitico de las sales de nitrosilo, en estudios cinéticos o
en otras situaciones se pueden utilizar aniones que no forman NOX, como los
iones perclorato o p-toluensulfonato. 37102
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2.2.4. Nitritos de alquilo

Los nitritos de alquilo o ésteres de nitrito son compuestos de férmula ge-
neral RONO donde R es un grupo alquilo. Como todos los ésteres inorganicos
procedentes de la condensacién de un alcohol y un oxoécido inorgénico, los
nitritos de alquilo se conocen desde las primeras investigaciones quimicas en el
siglo XVIII. Asf, el éster de nitrito mas famoso, el nitrito de amilo, fue descubierto
en 1844 por el quimico francés Antoine-Jérome Balard, dos afios antes de que
Piria describiese su reaccién de nitrosacién (pagina 33).4

Los nitritos de alquilo se preparan haciendo reaccionar alcoholes con 4acido
nitroso en presencia de un catalizador 4cido:®?

ROH + HNO, = RONO + H,O

Después se pueden separar de la mezcla de reaccién por destilacion, puesto que,
al no poder formar puentes de hidrégeno, tienen un punto de ebullicién menor
que el del alcohol del que proceden. Una forma alternativa para preparar ésteres
de nitrito es empleando triéxido de dinitrégeno, con el que generalmente se
consiguen mejores rendimientos.

ROH + N»,O3 = RONO + HNO,

La mayor parte de los nitritos de alquilo proceden de alcoholes alifaticos y
suelen ser liquidos volatiles incoloros o amarillentos. Tienen la ventaja de que
pueden ser agentes nitrosantes en medio bésico, por lo que se usan frecuente-
mente para nitrosar, tanto en disoluciones acuosas como orgdnicas, compuestos
que se descomponen en medio 4cido. Por su estabilidad en medio bésico, en
nuestro grupo se abord¢ el estudio de reacciones de nitrosacion en medios
alcalinos (no infrecuentes en 6rganos humanos como el intestino y el pancreas
y en algunos fluidos humanos como la saliva y la orina). Las reacciones de nitro-
sacion transcurren en dos pasos, una reaccion electréfila en la que el nitrito de
alquilo reacciona con el sustrato y una ruptura posterior: 103104

RONO + SH + OH™ = RONO-S + H»,0
RONO-S = RO™ + NO-S
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La ecuacion de velocidad de esta reaccion es: 192106

v = k[S][RONO] (2.14)

Se ha demostrado que en la velocidad de nitrosacién influye la ramificacion
del radical alquilo, siendo mads répidas las nitrosaciones con nitritos de alquilo
primarios que las que emplean secundarios. %7 A su vez, los nitritos de alquilo
secundarios son més rdpidos que los terciarios.

En medio 4cido, los nitritos de alquilo también pueden nitrosar, porque
aunque se hidrolicen rdpidamente: 198

RONO + HA — ROH + A~ + NO*

el producto de su descomposicién es un agente nitrosante. Sin embargo, no se
utilizan porque existen alternativas mucho mas practicas para nitrosar en medio
acuoso acido. La ecuacion de velocidad para la descomposicion es de orden dos:

v =k[RONO][H"] (2.15)

La hidrélisis también ocurre en medio bésico, sin embargo es mucho mads lenta
que la 4cida, lo que permite utilizarla en sintesis. A diferencia del medio 4cido,
esta descomposicién tiene como producto un compuesto no nitrosante, el ion
nitrito:

RONO +2OH™ — RO™ + NO; + H,0

La ecuacion de velocidad de esta reaccién es de orden tres: 199

v = k[RONO][OH]? (2.16)

La principal aplicacién de los nitritos de alquilo se encuentra en medicina.
Debido a que desprenden 6xido nitrico al ser metabolizados son eficaces vaso-
dilatadores (pédgina 48). El nitrito de alquilo mas empleado es el nitrito de amilo.
Ya su descubridor, Balard, indicé que le producia dolores de cabeza, pero no
fue hasta 1867 cuando el médico escocés Thomas Lauder Brunton empezo6 a
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utilizarlo como tratamiento contra la angina de pecho. ' Fue un medicamento
muy popular en la época victoriana y aparece incluso en una novela de Sherlock
Holmes, The Adventure of the Resident Patient, donde se le administra a uno
de los personajes para tratarlo de un ataque de catalepsia.!!! Actualmente, el
nitrito de amilo ha cedido su protagonismo a la nitroglicerina y sélo se usa en
casos de emergencia. Debido a sus propiedades psicoactivas, es empleado, junto
con otros nitritos de alquilo, como estupefaciente.

2.2.5. Agentes nitrosantes radicalarios: NO y NO,

El interés sobre el poder nitrosante del 6xido nitrico, NO, ha aumentado
desde el descubrimiento de sus efectos fisiol6gicos (pdgina 48). Sin embargo,
por si mismo, el 6xido nitrico no es un compuesto nitrosante ya que, pese a
su similitud con el ion nitrosonio,?? sus diferencias son significativas.!'? La
configuracidn electrénica del 6xido nitroso

(025)? (025*)? (02p,)? (m2p)* (m2p*)!

con un electrén 7 antienlazante desapareado que da lugar a un orden de enlace
2,5, mientras que el NO*, con su configuracion electrénica igual a la del Ny
y el CO, tiene un orden de enlace 3. Esto se refleja en la longitud de enlace
(frecuencias de vibracién 1.840 cm™! para el NO y 2.300 cm™! para el NO™).
Para poder ejercer como agente nitrosante, es necesario que el 6xido nitrico
pierda ese electron desapareado. Dado que el potencial estdndar de reduccién
parala reaccién:

NO* +e~ — NO

es de 1,21 V, es muy facil para muchos compuestos retirar el electrén. Dos
reacciones son de interés para la nitrosaciéon debido a que forman potentes sales
de nitrosilo. Una es la oxidacién del 6xido nitrico por hal6genos:

2 NO + X, — 2 NOX
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que produce haluros de nitrosilo y la otra es la reaccién del 6xido nitrico con el
oxigeno de la atmoésfera para producir di6xido de nitrégeno:

2NO+02—>2N02

El di6xido de nitrégeno es otro radical libre que por si mismo tampoco es nitro-
sante. Sin embargo, dimeriza rdpidamente a tetraéxido de dinitrégeno, sal de
nitrosilo que, como se ha visto en la tabla 2.6 (p4gina 64), tiene una estabilidad
similar a la de los haluros de nitrosilo.

Ademads, la mezcla de 6xido nitrico y diéxido de nitrégeno en un mismo reci-
piente conduce, mediante el siguiente equilibrio

NO + NOy = N»03

ala formacion de tri6xido de dinitr6geno. Esta es una de las multiples razones
por las que los 6xidos de nitrégeno (NOy), procedentes del trafico, son un proble-
ma de salud publica, especialmente en las grandes ciudades. En zonas costeras,
donde la atmosfera tiene cloro, el peligro aumenta.

Tanto el 6xido nitrico como el diéxido de nitr6geno, como radicales libres
que son, pueden unirse a otras moléculas orgdnicas con un electrén desapareado
para formar un nitrosocompuesto. Existen técnicas que primero preparan los
radicales libres mediante metales como litio, iones monocargados como Ag*
o con radiacién visible o ultravioleta y luego los nitrosan burbujeando 6xido
nitrico. '3 Dos ejemplos encontrados en la bibliografia, uno de C-nitrosacién y
otro de N-nitrosacién, se muestran en el esquema 2.3 114115,

O w7
(O = (b = (e

Esquema 2.3: Reaccién de nitrosacion radicalaria con 6xido nitrico.
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En algunos articulos antiguos, especialmente en el drea biolégica, se afirma-
ba que el 6xido nitrico es un agente nitrosante. Sin embargo se ha demostrado
que se trataba de un error producido por contaminaciones con oxigeno. 16

2.2.6. Otros agentes nitrosantes

Complejos metdlicos

Los complejos del 6xido nitrico se conocen desde hace siglos; en ellos el
grupo NO estd en forma de ion nitrosonio.'!” Algunos complejos de nitrosilo
son las sales de Roussin, roja Nay[Fe» (NO)4S»] o negra Na[Fe,(NO)7S3], o el ion
nitroprusiato [Fe(CN)sNO]?~. Dada su condicién de portadores de 6xido nitrico
se han empleado histéricamente como vasodilatadores, siendo el nitroprusiato
sédico (se comercializa bajo la marca Nitropress) uno de los méas potentes. En
estos compuestos el &tomo de nitrégeno tiene hibridacion sp por lo que en la
unién con el metal, el ligando tiene configuracién lineal.

En cuanto su comportamiento como agentes nitrosantes un estudio en el que
se utilizé nitroprusiato sédico revela una curiosa ecuacién de velocidad en la
que el orden de reaccién respecto a la concentracién de sustrato es dos: 118

v = k[Nay [Fe(CN)sNO]][S)? 2.17)
lo que se ha explicado mediante un mecanismo en el que, en primer lugar, existe
una reacciéon rapida entre el sustrato y el nitroprusiato, seguida de una segun-

da reacci6n en la que ese complejo reacciona con otra molécula de sustrato,
liberando el compuesto nitrosado.

Carboxilatos de nitrosilo

Los carboxilatos de nitrosilo se forman en el equilibrio que se produce al
disolver nitrito sédico en 4cido carboxilico®?:

RCOOH + NaNO,; = RCOONO + H,0O
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Son agentes nitrosantes muy efectivos, lo que hace que, como con las sales
de nitrosilo, la presencia de carboxilatos en el medio de reaccién aumenta la
velocidad de la misma. 197121 Este efecto fue utilizado por Lajos Ilosvay para
perfeccionar el método de Griess para andlisis de nitritos (pagina 51). Por la
misma razén, se debe evitar el uso de tampones acetato en estudios cinéticos de
nitrosacion.

En sintesis, se emplea nitrito sédico disuelto en acido trifluoroacético para
nitrosar amidas insolubles en agua o anilinas altamente desactivadas como
perfluoroanilina o 2,6-difluoroanilina.

Nitritos

Ya se ha indicado que los nitritos, por si solos, no son agentes nitrosantes
efectivos. Sin embargo, es posible emplearlos como agentes N-nitrosantes si se
transforma la amina en un ion iminio haciéndola reaccionar con un aldehido,
que actia como catalizador. De esta forma, la carga positiva del ion atrae al
nitrito, que efecttia un ataque nucleéfilo (esquema 2.4). 12>123
Ademis, estareaccidn presenta la ventaja de no requerir medio dcido. En sintesis,
los aldehidos mds utilizados son benzaldehido, formaldehido, piridoxal o cloral.

R' 0 Ry, R
NH  + RA —— N=(
Ru H R"
Rl\ . R R"\ H
R" 7 4< * N02 |/N_k
R O-N=0
Rll R R"\ o
N —  N-N=0 + RH
R' O-N=0O R' H

Esquema 2.4: Mecanismo de nitrosacion por nitritos.
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N-Nitrosaminas

Las N-nitrosaminas no son buenos nitrosantes debido a la fuerza del enlace
entre sus dos nitrégenos. Para que se produzca una transferencia directa del
grupo nitroso es necesario que exista en el medio algiin compuesto que catalice
la ruptura de ese enlace, como los iones haluro o tiocianato.

Mucho mds comunes son las nitrosaciones debidas a la hidrolisis de las nitro-
saminas. Estas se descomponen ficilmente en medios acuosos y dcidos para
liberar 4cido nitroso:

RoN-NO + H20 — Rp;N-H + HNO,

El método de Liebermann aprovecha esta propiedad para determinar nitro-
saminas cualitativamente (esquema 2.5) haciendo reaccionar el 4cido nitroso
que se libera con exceso de fenol, que rapidamente da un compuesto de color
rojo. 124 Una prueba adicional consiste en comprobar que la mezcla se torna azul
al afadir una disolucién de hidréxido sédico al 10 %. Este método también se
emplea para confirmar la presencia de fenol en una muestra afiadiendo nitrito
sédico en medio acido.

AN H;0* AN fenol
N-NO =—==—= NH + HNO, — ONOOH
/ /
OH™
(0] N OH —_— (0] N OH
azul rojo

Esquema 2.5: Método de Liebermann para la deteccién de nitrosaminas.

C-Nitrosocompuestos aromdticos

De igual modo que las N-nitrosaminas, los C-nitrosocompuestos pueden
actuar como agentes nitrosantes cuando se rompe el enlace que une el grupo
nitroso al carbono y lo liberan al medio. Sin embargo, el efecto més interesante
que poseen es la capacidad de catalizar reacciones de nitrosacién cuando se
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o) o)

NO™ R,NH

o — + R,N-NO
|

OH H
N=0 N-O-N=0 N=0

Esquema 2.6: Catdlisis por C-nitrosocompuestos arométicos.

encuentran presentes. '2° El mecanismo propuesto para explicar este efecto se
muestra en el esquema 2.6.

El grupo nitroso unido al anillo aromético actiia como un nucleéfilo que se aso-
cia al ion nitrosacidio atrayendo su carga eléctrica y aumentando su electrofilia.
Asi, el ion nitrosacidio activado es mds efectivo y por lo tanto la reaccién se
acelera. Se ha demostrado que incluso a un pH de 5, donde apenas hay 4cido
nitroso puede haber reaccién de nitrosacién a una velocidad significativa en
presencia de C-nitrosocompuestos aromaticos.

Liquidos ionicos

Un liquido iénico es un fluido constituido exclusivamente por iones. Se
considera que estdn dentro de esta categoria todas las sales cuyo punto de fusiéon
es inferior al punto de ebullicién del agua. La composicién quimica de estos
compuestos generalmente consiste en un catién organico y un anién inorgéanico.
Se han sintetizado liquidos i6nicos cuyo catién es un nitrosocompuesto que
actiia como portador del ion nitrosonio, siendo muy eficiente en la nitrosacién
de otros compuestos. Dada su naturaleza iénica, es un método especialmente
util en la sintesis de sales de diazonio, que son muy estables en su seno. 126

ClI” Cl
+ +
NH3 \ . CI_ N2
& i

Esquema 2.7: Sintesis de sales de diazonio con liquidos i6nicos.
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2.3. Reacciones de nitrosacion

Pese al gran niimero de agentes nitrosantes que existen y a la variedad de
sustratos susceptibles de ser nitrosados, los mecanismos de las reacciones de
nitrosacion se pueden agrupar en unas pocas categorias en funcién del camino
que siguen para alcanzar los productos y del &tomo del sustrato que reaccione. El
conocimiento de estos mecanismos permite proponer compuestos que catalicen
o inhiban las reacciones segtin interese.

2.3.1. C-Nitrosacion aromatica

Cuando en 1825 Michael Faraday descubri6 el benceno, dos de sus caracte-
risticas asombraron a los quimicos de su época. '?” La primera era la férmula
empirica que se desprendia de su andlisis elemental, CH, una inusual propor-
cién carbono-hidrégeno. La segunda era su estabilidad. August von Kekule en
1866 propuso una estructura ciclica con tres dobles enlaces que explicaba la
primera propiedad (figura 2.5).

Figura 2.5: Modelo de Kekule.

Para comprender la segunda tuvieron que pasar més de seis décadas hasta el
desarrollo de la teoria de orbitales moleculares. Esta teoria describia la molécula
de benceno como seis 4tomos de carbono con hibridacién sp? que utilizaban
sus tres orbitales hibridos para unirse entre siy con el hidr6geno en un anillo.
Los seis orbitales p restantes se solapan para formar el sistema 7 del benceno
(figura 2.6). Este sistema consta de seis orbitales moleculares de los que s6lo
estdn ocupados por electrones los tres que son enlazantes, lo que explica la
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Figura 2.6: Modelo de la Teoria de Orbitales Moleculares.

estabilidad inusual del benceno. Los compuestos que presentan esta estabilidad
adicional se denominan compuestos aromaéticos.

Sin embargo, aunque los electrones se encuentran estabilizados formando
el sistema aromadtico, algunos electréfilos fuertes pueden tomarlos para formar
un carbocation.

Este carbocatién, denominado complejo sigma o complejo de Wheland, ya no
es aromadtico, pero se encuentra estabilizado por resonancia y regresa a la aro-
maticidad o bien expulsando al grupo electroéfilo atacante o bien deshaciéndose
del protén.

Si la pérdida del protén estd mas favorecida que la del grupo electréfilo, la
reaccion global se denomina sustitucion electrofilica aromaética (SgAr).

Debido a la electronegatividad de sus 4tomos, los electréfilos de las reaccio-
nes de nitrosacién son débiles y requieren que el anillo aromético esté fuerte-
mente activado para poder reaccionar con él. 28 Por ejemplo, el ion nitrosonio,
NO™, es 101 veces més lento reaccionando con el benceno que el ion nitronio,
NO3. 129
Se dice que un anillo aromaético estd activado cuando su estructura presenta un
sustituyente en una posicién determinada que hace que aumente la velocidad
de reaccién. Que un sustituyente sea mas o menos activante depende de su ca-
pacidad de estabilizar el complejo o bien sea por induccidn, es decir, cediendo
densidad electrénica a través del enlace o (alquilos, arilos), o por resonancia,
es decir, cediendo densidad electréonica a través de un enlace 7 en una de las
estructuras de resonancia (aminas, amidas, alcoholes, éteres). Estas estabiliza-
ciones s6lo son posibles cuando el sustituyente se encuentra en las posiciones
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Grupos activantes
- Estabilizado por induccién

R R
+ E ——
E
H
- Estabilizado por resonancia
R R
|
Y: Y:
+ E+ _—
E
H
Grupos desactivantes
- orto-, para- orientadores
X:
+ E+ e
E
H
- meta-orientadores
2 R.,.Y. | R_.Y.
R;Z/Y' VAR nZ”"
E
H

+
+ E —_—

Esquema 2.8: Resumen de los complejos o obtenidos por ataque electréfilo en funcién
del sustituyente y su posicioén. Las estructuras estables responsables de la orientacion
en la sustitucién se muestran de color naranja.
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orto o pararespecto al electréfilo entrante.

Los grupos deficientes en electrones (ésteres, carboxilos, carbonilos, nitrilos,
nitratos) retrasan la sustitucién electrofilica. Su gran efecto desactivante en las
posiciones ortoy para hace que el ataque electrofilico ocurra principalmente en
la posicién meta, ya que esta posicién estd menos desactivada.

Los hal6égenos y los 6xidos de amina se comportan como un tercer tipo de susti-
tuyente. Son compuestos desactivantes, ya que su gran electronegatividad hace
disminuir la densidad electrénica a través del enlace o, efecto denominado sus-
traccion inductiva. Sin embargo, se comportan como orfo-, para- orientadores,
debido a que sus pares electrénicos libres estabilizan por resonancia el complejo
o de la misma forma que los activantes. Un resumen de la influencia que tienen
los sustituyentes y su posicién se muestra en el esquema 2.8.

En los anillos heteroaromadticos la posicién del heterodtomo influye en el
lugar en que se produce la sustitucién. Anillos de cinco miembros como furano,
pirrol o tiofeno ceden su par de electrones 7 al anillo favoreciendo la reaccion
de sustitucién en la posicion menos impedida. Anillos de seis miembros como
la piridina atraen con su electronegatividad los electrones del anillo aromatico,
desactivando la reaccién. Como los sustituyentes desactivantes, la presencia
de un heterodtomo desactiva la sustitucién en cualquier posicién, aunque esta
menos desactivada la posicién meta (esquema 2.9).

E H
B . A
(Yoe— () |
pZ Kl + J—E

N

Esquema 2.9: S;Ar en un anillo heteroatémico: piridina. La estructura estable respon-
sable de la orientacion en la sustitucion se muestra de color naranja.

Si el sustrato aromaético es policiclico, el mayor ntimero de opciones de reso-
nancia aumenta la estabilidad de los intermedios de reaccién, lo que los hace
mads reactivos que el benceno. Si no tienen sustituyentes, los anillos policiclicos
reaccionardn en los puntos en los que se forme el carbocatién més estable, esto
es, en la posicion 1 para el naftaleno y en los carbonos libres del anillo central
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para el fenantreno y el antraceno.

El efecto de los grupos sustituyentes depende de la reactividad del electréfilo.

Cuanto méds fuerte es, menos energia requiere para llegar al estado de transicion,
formando el complejo de Wheland sin ceder casi carga positiva durante la
mayor parte del proceso, haciendo que el grupo sustituyente apenas influya en
la posicién de sustitucién.
A los electréfilos débiles, como el NO*/ H2N05r , 1a baja reactividad hace que su
estado de transicién sea muy préximo al complejo de Wheland, apareciendo
una carga positiva importante en el anillo, haciendo que los sustituyentes sean
muy influyentes.

2.3.2. Diazotacién de C-nitrosocompuestos aromaticos

Cuando la C-nitrosacién de un compuesto aromaético se lleva a cabo en con-
diciones de acidez suave y con exceso de acido nitroso, el C-nitrosocompuesto
formado puede volver a nitrosarse para formar una sal de diazonio 3°. El me-
canismo por el que se cree que esta reaccién transcurre se representa en el
esquema 2.10. El compuesto nitrosado es atacado por el triéxido de dinitrégeno
u otro agente nitrosante. La estequiometria de la reaccién ha demostrado que
el producto de la nitrosacién en su transformacion a sal de diazonio oxida dos
iones nitrito a iones nitrato. Bajo una acidez mas fuerte la reaccién también
se produce, pero el mecanismo es mds complicado. En ambas situaciones, si
se anade un ion metélico que acttie de quelante, como el ion ctiprico, Cu?*,
no transcurre la reaccion. Esta reaccion es una alternativa a la ruta habitual
de diazotacién de anillos arométicos que consiste en nitrar el anillo, reducir el
grupo nitro a una amina y nitrosar la amina para obtener la sal de diazonio.

O,

N
N,O4 O NO, NO2  _No; -
N=O0 ——- N o N=N-O N=N
/N i 3

0)

Esquema 2.10: Mecanismo de diazotacién de un C-nitrosocompuesto.



78 | Reacciones de nitrosacion

2.3.3. N-Nitrosacion

El curso de las reacciones de nitrosacién de aminas depende de la sustitucion
ala que estdn sometidas y de si son aromadticas o alifaticas. Sin embargo todas
tienen en comuin que el primer paso consiste en el ataque nucleéfilo de la amina
sobre el agente nitrosante. Si la reaccion se produce con el 4cido nitroso, la
mayor parte de los estudios indican que la especie implicada es el triéxido de
dinitr6geno, N,O3. El comportamiento del producto de reaccién depende de la
naturaleza de la amina. 3!

Las aminas primarias al nitrosarse se convierten en N-nitrosaminas, que
rapidamente se transforman, via hidroxilazocompuesto, en una sal de diazonio
(esquema 2.11). Si la sal de diazonio estd unida a un radical alifatico, se descom-
pondréd inmediatamente, empujada por la estabilidad del nitr6geno resultante.
En el caso de que el radical sea aromadtico, las estructuras resonantes que forma
estabilizan la sal de diazonio, permitiendo preparar sales y conservarlas en diso-
lucién o incluso aisladas.

La descomposicion de la sal de diazonio puede producirse mediante un proceso
Sx1 o un proceso Sy2. Los productos de la descomposicion, también deno-
minados productos de desaminacién, dependen de los nucleéfilos presentes.
Algunos compuestos derivados de la descomposicion de sales de diazonio son
éteres, lactonas (esquema 2.18, pagina 90) 132 o productos de eliminacién, si el

HN +H" + -H*
R-NH, TM92 R NH-N-0 1= R-NH-N=OH = R-N-N-OH
H+
R—Nu -— R N2
SN1 + -H2 +
— R-N=N R—N=N-OH,
Nu-R < [5n2

_N2

Esquema 2.11: Mecanismos de nitrosacién y desaminacién de aminas primarias.
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nucledéfilo es un alcohol, el dcido carboxilico de un aminoécido o una base fuerte,
respectivamente. La reaccién de Piria de la que se habl6 en la introduccion (pa-
gina 34) es el conjunto de la reaccién entre una amina primaria y el 4cido nitroso
en disolucion acuosa formando alcohol como producto de desaminacion.
Estas reacciones pueden tener utilidad en sintesis si se evita la mezcla de pro-
ductos. La formacién de nitr6geno, un grupo saliente excelente, es aprovechado
en multitud de procedimientos para obtener diversos compuestos a partir de
aminas aromaticas. Algunos ejemplos son la desaminacién directa por reduc-
ci6én con acido fosférico, la reaccion de Schiemann para sustituir la amina por
fldor, las reacciones de Sandmeyer y de Gatterman, para sustituirla por cloro o
bromo, la reaccién de Gomberg-Bachmann, para unir dos anillos aromdticos o
la arilaciéon de Meerwein, para sustituir el hidrégeno de un doble enlace pobre
en electrones por un anillo aromatico. 133

La nitrosacién de aminas secundarias conduce a una N-nitrosamina, inde-
pendientemente de que la amina sea aromadtica o alifatica. Este producto, al
contrario que la amina de la que procede, no tiene cardcter bésico al tratarse de
la amida de un 4cido nitroso. Las N-nitrosaminas secundarias son muy estables
y pueden aislarse. Generalmente, los N-nitrosoderivados de las aminas secun-
darias tienen aspecto oleoso y son de color amarillo.

Las N-nitrosaminas secundarias aromaticas, ante catalizadores nucleéfilos en
medio 4cido se transponen para dar C-nitrosocompuestos. Esta transposicion es
en realidad una reaccién intermolecular entre la nitrosamina y el nucleéfilo, que
actia como transportador del ion nitrosonio (esquema 2.12). Cuanto mayor es la
acidez, més favorecida estd la formacién del compuesto termodindmicamente

R.,,.NO

H
R
N SN N N
HX X
g <lhaie Mainie M

NO

Esquema 2.12: Mecanismo de transposiciéon de una N-nitrosamina secundaria aromé-
tica.
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mas estable que es el producto de C-nitrosacion.

Las aminas terciarias también reaccionan formando N-nitrosocompuestos,
sin embargo, esta reaccién es reversible y el producto estd poco favorecido,
aunque se han sintetizado algunas sales de nitrosaminas terciarias con tetra-
fluoroborato y otros contraiones. 34 Estos compuestos son muy inestables y
se descomponen en un carbonilo, una nitrosamina secundaria y 6xido nitroso,
segiin el mecanismo que recoge el esquema 2.13.'3% Esta es la principal fuente
de errores en la determinacién de su toxicologia. Si uno de los radicales de la
amina es un grupo aromadtico, la reaccién de C-nitrosacién estard més favorecida
siempre que las posiciones orto o para estén libres. Existe la posibilidad de que
esta reaccion se produzca por transposiciéon del grupo nitroso desde la amina a
través de una primera etapa de nitrosacién en meso.

, HNO + CHR', +
RoN-CHR', 2 RN/ ——> R,N=CR, + HNO
NO
+ +
R,N=CR', H0 R,NH, + O=CRY

HNO,

+
R2NH2 R2N_NO
2HNO —— H2N202 —— Hzo + Nzo

Esquema 2.13: Mecanismo de descomposicién de una N-nitrosamina terciaria.

Existen reacciones de nitrosacion de sales de amonio cuaternario y de 6xidos
de amina a altas temperaturas. Sin embargo, apenas se conocen los mecanismos
por los que transcurren. 136

2.3.4. Reacciones de copulacion

Los iones diazonio aromaticos son electréfilos débiles capaces de realizar
sustituciones en compuestos ricos en electrones, como los anillos aromaticos
activados. Esta reaccién se conoce como reacciéon de copulacién (esquema
2.14).13! Los sustituyentes del ion diazonio y del anillo aromatico con el que
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. i e 'YQN\ N
OO — OO
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Esquema 2.14: Reacci6én de copulacién.

copula son fundamentales para fomentar la reaccién. Como se ha visto en la
seccion 2.3.1 con la C-nitrosacion (pégina 73), favorecerd la reaccion que el anillo
aromaético esté unido a grupos que cedan sus electrones y aumenten su densidad
electrénica, como alcoholes o éteres. Del mismo modo, sustituyentes deficientes
en electrones, como nitratos o ésteres, aumentan el carédcter electréfilo del ion
diazonio y facilitan la reaccion.

El pH es también un factor importante en la copulacién. Si es demasiado bajo,
se puede protonar el grupo que cede electrones al anillo aromético y sustraerlos.
Si el pH es demasiado alto, la mayor parte del ion diazonio se encuentra en
forma de Ar—N=N-OH 6 Ar—N=N-O", por lo que la concentracién de diazonio
efectiva es muy baja.

Los productos de la reaccién de copulacién son los azocompuestos. Gene-
ralmente se utilizan como colorantes debido a que tienen un color muy intenso
provocado por la deslocalizaciéon electréonica que proporciona el puente azo.
Ademas, el gran namero de combinaciones diferentes que se pueden preparar
mediante las reacciones de copulacién permite obtener casi cualquier color.
Otro uso de los azocompuestos es como antibidticos. Esta propiedad se des-
cubrié cuando se intentaron tefiir bacterias con un colorante formado por un
azocompuesto con el grupo sulfanilamida. Investigaciones posteriores han de-
mostrado que su efectividad se debe a que el producto de su reduccién en el
cuerpo humano es antibacteriano.

2.3.5. O-Nitrosacion

Ya se ha visto en la seccién 2.2.4 (pagina 65) que la reaccién electréfila entre
un agente nitrosante y un alcohol conduce a la formacién del correspondiente
nitrito de alquilo mediante el siguiente equilibrio:
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ROH + HNO; = RONO + H,O

[RONO]a,
K=—F——— (2.18)
[HNO3][ROH]

Por lo general la constante de equilibrio, K, no depende mucho de la estructura
del alcohol, aunque respeta la 16gica sucesién primario > secundario > tercia-
rio.1% Esto se tiene que tener en cuenta a la hora de entender la efectividad
de estos compuestos como agentes nitrosantes. Cuanto mds ramificados, més
efectivos son, aunque también m4s lentos.

Los alcoholes arométicos nitrosados, del mismo modo que las nitrosaminas,
también sufren la transposicion de su grupo nitroso en lo que se conoce como
reordenamiento de Fischer-Hepp, que parece tener un reordenamiento intra-
molecular, en el que el anillo se protona, formando un intermedio con forma de
bote que permite la transposicién del grupo nitroso (esquema 2.15).

ONO H-dno H OH OH
5ed g
ES ) lllo ES ES

! H  NO NO

Esquema 2.15: Mecanismo del reordenamiento de Fischer-Hepp.

Otro tipo de reacciones entre un agente nitrosante y el oxigeno son las ni-
trosaciones de dcidos carboxilicos para obtener carboxilatos de nitrosilo. Estos
compuestos tienen caracteristicas similares a las de las sales de nitrosilo y tam-
bién pueden ser empleados como agentes nitrosantes. Se forman siguiendo el
siguiente equilibrio:

RCOOH + HNO,; = RCOONO + H,0

Para sintetizar carboxilatos de nitrosilo se desplaza el equilibrio de la reaccién
hacia el lado del carboxilato anadiendo gran exceso de 4cido nitroso.
La estructura de estos compuestos no se ha determinado experimentalmente,
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pero estudios tedéricos apuntan a que el grupo nitroso se encuentra situado en
una posicién trans (figura 2.7). 137

Figura 2.7: Estructura de los carboxilatos de nitrosilo.

2.3.6. Inhibicion de la nitrosacion

Se han investigado mecanismos de inhibicién de las reacciones de nitro-
sacion para reducir la exposicién de la poblacién a nitrosocompuestos. Todas
las estrategias pasan por convertir los agentes nitrosantes en compuestos no
reactivos, generalmente haciendo competir a los sustratos con compuestos que
reduzcan u oxiden el ion nitrosonio, la mayor parte de las veces a través de una
primera etapa de O-nitrosacion.

El primer compuesto que mostr6 inhibicién de las reacciones de nitrosacién
fue el 4cido ascorbico.?%!38 Su estructura con tres sitios O-nitrosables aumenta
su efectividad. Ademas es una molécula lo suficientemente fuerte para vencer
el potencial de reduccién del ion nitrosonio (pagina 67) y reducirlo en dos
reacciones consecutivas (esquema 2.16).

En relacién con la inhibicién de las reacciones de nitrosacién por acido
ascorbico, es necesaria cierta cautela en su empleo en ciencia y tecnologia de
los alimentos donde, con frecuencia, se manejan conjuntamente sorbato y ni-
trito. 139 En efecto, se sabe que en mezclas sorbato-nitrito se forman especies
quimicas con actividad mutdgena sobre el ADN. 49145 Una de esas especies es
el 4cido etilnitrélico (AEN), 140 molécula de baja actividad en el test de Ames,
pero altamente activa en ensayos rec. 142
La molécula AEN es, como minimo, cuarenta veces mas activa que la de acido
sorbico y, como minimo, también treinta veces més activa que el nitrito de sodio
en los ensayos rec con bacterias; 14° donde ejerce accién mutdgena sobre la
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Ho O ho, O
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Esquema 2.16: Mecanismo de reduccion de dos moléculas de ion nitrosacidio por 4cido
ascorbico.

Salmonella. 146

Como en nuestro grupo de trabajo se ha encontrado correlacién entre poten-
cial alquilante y carcinogenia de especies alquilantes fuertes (lactonas) y dé-
biles (sorbatos), se ha abordado el estudio de la posible capacidad alquilante
del AEN. #7152 Como sustrato de alquilacién se ha utilizado el nucleéfilo 4-
(p-nitrobencil)piridina (NBP), trampa de agentes alquilantes y de nucleofilia
semejante a las bases del ADN. 13 Como resultado de ese estudio cinético se ha
encontrado que la especie activa, alquilante, formada en las mezclas sorbato-
nitrito, es el 6xido de acetonitrilo. 15*

Se han estudiado compuestos de estructura similar a la del 4cido ascérbico,



Informe bibliogréfico | 85

como fenoles (4cido gélico, hidroquinonas) o polifenoles (taninos, 4cido clo-
rogénico) que han demostrado ser igual de efectivos eliminando los agentes
nitrosantes tanto in vitro como in vivo. %> Ademas son compuestos habituales
en la alimentacion (zumos, vinos, café, tés...). Sin embargo, existen especies
fenolicas, como el propio fenol u otros fenoles simples que pueden sufrir C-
nitrosacién convirtiéndose en agentes nitrosantes, por lo que su uso como
inhibidores es restringido.

Otro inhibidor presente en medios biolégicos pero peligroso es el peréxido de
hidrégeno, que oxida el ion nitrosonio a nitrato. !> La reaccién transcurre a
través de la O-nitrosacion del agua oxigenada para formar dcido peroxinitroso
que se isomeriza a ion nitrato: %7

H,0, + NO* — HOONO + H*
HOONO + H,0 — NOj + H30*

De la cinética de esta nitrosacion ya se ha hablado en la seccidn 2.2.1 (pdgina 58).
El 4cido peroxinitroso es muy venenoso y su toxicidad esté relacionada el dafio
biolégico que causa el 6xido nitrico. %8

Algunos compuestos de azufre también inhiben las reacciones de nitrosa-
cion. El ion bisulfito se oxida a sulfato mientras reduce el ion nitrosonio a 6xido
nitrico y 6xido de dinitrégeno. El dcido sulfdmico y sus sales reducen los agentes
nitrosantes a N». Los tioles, como la cisteina o el glutatién, también inhiben las
nitrosaciones porque son ellos quienes se nitrosan formando tionitritos. Sin em-
bargo, bajo ciertas condiciones, particularmente a un pH superior a 5, pueden
actuar como agentes nitrosantes.

La legislacién vigente obliga a afiadir en la formulacién de productos de
riesgo como cosméticos o alimentos tratados con nitrito (embutidos, pescados)
agentes antioxidantes u otros compuestos inhibidores para aumentar la segu-
ridad. Los compuestos que se pueden emplear se clasifican segiin sean o no
solubles en agua. Las tablas 2.7, 2.8, 2.9 y 2.10 recogen los inhibidores permitidos
para uso humano. 1>
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OH Y
N
P 0 =
HO
di-¢-butil hidroquinona Etoxiquina
O 0]
HO HO
o o/ﬁ
HO HO
OH OH
Galato de octilo Galato de propilo
(E311) (E310)

Palmitato de ascorbilo Tocoferol
(E304) (E307)

Tabla 2.7: Inhibidores permitidos para uso humano solubles en aceite.
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(E223)
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O+ _OH
HO OH
OH
HO OH HO

Acido eritérbico Acido gentisico
(E315)
Ho_ oM
o}
_OM Na” B ©
Na* o .
o) Na'g"  oH
Adipato s6dico Ascorbato sédico
(E356) (E301)
o
H-N O OH O
2 \:/U\OH _
i HO O Na*
SH O~ "OH
Cisteina Citrato s6dico
(E920) (E331)
NH; o
HO,C—
2 UJ\I;IH H
HS AN
\/\n/ j
O COMH
Eritorbato sédico Glutatién

Tabla 2.8: Inhibidores permitidos para uso humano solubles en agua (I).
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ho  OH Ho "
' (0]
O e
He o H 0 .
I~ +7 _P/O a
B0, 5 NaD 0P
HO O \O Mg ONa+

Fosfato de ascorbilo y magnesio  Fosfato de ascorbilo y sodio

OH
O OH
(0] Na* ol
/\/\/U\ - _O)J\‘)\f( Na"
TN 0K OH O OH
Sorbato potésico Tartrato s6dico Hidroquinona
(E202) (E335)

Tabla 2.9: Inhibidores permitidos para uso humano solubles en agua (II).

HO
O
HO
OH
HO

Acido galico

Tabla 2.10: Inhibidor permitido para uso humano soluble en aceite y en agua.
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2.3.7. Reordenamiento interno

Muchas reacciones de nitrosacién conllevan reordenamientos posteriores
que pueden ser de dos clases. La primera son las reacciones tipo Fischer-Hepp,
en las que el grupo nitroso sufre una transposicién hacia una ubicacién mas
estable. El cambio puede ser intermolecular, como ocurre con las aminas aromé-
ticas (péagina 79) o intramolecular, como en el caso de los fenoles (pagina 82) o
los 4cidos carboxilicos nitrosados. %° La eficiencia de estas reacciones se puede
explicar en términos estereoquimicos.

HNO,

Esquema 2.17: Reordenamiento de Tiffeneau-Demjanov.

La segunda clase de reacciones de reordenamiento interno son las produci-
das por descomposiciéon de las sales de diazonio en las nitrosaciones de aminas
primarias. Promovidas termodindmicamente por la estabilidad del nitr6geno
desprendido, estas reacciones son muy variadas.

El reordenamiento de Demjanov (esquema 1.4, pdgina 36) es una reacci6én en la
que, a través de la nitrosacién de una amina primaria en posicién f respecto a
un anillo de cuatro, cinco o seis carbonos, se expande el tamafo del anillo.
Una variante de esta reaccidon es el reordenamiento de Tiffeneau-Demjanov
(esquema 2.17), en la que existe un alcohol en el carbono en el que se unen
anillo y cadena. Este alcohol cataliza la expansi6én del anillo transformandose
posteriormente a una ciclocetona. ! En este caso se pueden ampliar anillos
desde el ciclopropano hasta el ciclooctano con algtin grado de éxito. 162
Otra reaccion de interés es la ciclacion de aminoacidos para formar lactonas.
La amina primaria se nitrosa, convirtiéndose en una sal de diazonio que sufre
un ataque nucleofilo por parte del 4cido carboxilico (esquema 2.18).

132
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NH, N, n

Esquema 2.18: Reaccién de ciclacién de aminodcidos.

2.3.8. S-Nitrosacion

Debido a que las propiedades quimicas del azufre son similares a las del oxi-
geno, los compuestos con dtomos de dicha especie sufren reacciones con agen-
tes nitrosantes andlogas a las de la O-nitrosacion. 82 Tjoles, tiocarbonilos, tioéte-
res o 4cidos sulfanilicos pueden convertirse en S-nitrosocompuestos. 163164

Generalmente, los productos de S-nitrosacién son inestables y se descom-
ponen desprendiendo 6xido nitrico.'% Esta reaccién estd relacionada con la
sintesis metabdlica de NO en el organismo.

2.3.9. Control por difusién

Una reaccién controlada por difusién es aquella en la que los participantes
reaccionan tan rdpidamente que su velocidad se ve limitada por la velocidad de
los procesos fisicos que hacen que se encuentren los reactivos. 6167 Para dos
moléculas solvatadas en un medio, A y B, este proceso se puede representar de
la siguiente manera: 18

A (solv) + B (solv) <5 AB (solv) X [ET)* (solv)

Los modelos que describen el estado liquido representan las moléculas de los
reactivos rodeadas de moléculas de disolvente. Los reactivos se van moviendo
por los huecos que dejan las moléculas de disolvente hasta que se encuentran
adyacentes, formando el complejo de colisién. La velocidad de este proceso
estd caracterizada por k.. El complejo de colisién, funcién de factores como
la temperatura o la orientacién de los reactivos, puede conducir a la reaccion,
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formando el estado de transicién, [ET]?, solvatado a una velocidad regida por
k;.

En las reacciones controladas por difusién, la energia de activaciéon de la reac-
cion, E,4, es menor que la energia para el flujo viscoso del disolvente y k; es
mucho mayor que k..

A partir de las Leyes de Flick es posible estimar la constante de velocidad de
una reaccién controlada por difusién en funcién de la distancia critica entre las
dos moléculas, dag, y los coeficiente de difusién de los reactivos, Dy y Dg:

k=4nN4(Dp + Dg)dag (2.19)

Los coeficientes de difusién dependen de la viscosidad del disolvente y 1, la
temperatura, T:
ks T
D=
6mnr

(2.20)

kg es la constante de Boltzmann y r es el radio efectivo de la molécula. Si la
reaccion transcurre entre especies iénicas, es necesario multiplicar la ecuacién
2.19 por un coeficiente denominado factor electrostético f:

= (2.21)
! ery-1

donde y es una constante que engloba las cargas de los dos iones con su signo,
ZA Y ZB, la distancia critica, d, la permitividad eléctrica del disolvente, ¢, la carga

de un electrén, e, y la temperatura, T:

ZAZB 62

= 2.22
Y Anedkg T ( )

El factor electrostatico es mayor de la unidad si los reactivos tienen cargas opues-
tas y menor si los reactivos tienen el mismo signo, lo que corrige la atraccién o
la repulsion electrostética en la ecuacion de velocidad.

Muchas reacciones de nitrosacion, en especial las que tienen al N,O3 como
agente nitrosante, estan controladas por difusién. Se llegd a esta conclusion
tras el estudio de las constantes de velocidad de la reaccion de nitrosacién de
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Sustrato k/108M~1s7! Sustrato k/108M~1ts7!
morfolina 2,2 metilbencilamina 1,8
o-cloroanilina 0,14 etilbencilamina 3,1
m-cloroanilina 0,96 N-metilglicina 1,5
p-cloroanilina 2,8 2-butilamina 1,6
o-toluidina 4,2 propilamina 0,94
anilina 7,5 diisobutilamina 1,3
m-toluidina 8,2 dimetilamina 1,2
N-metilanilina 4,0 dietilamina 1,1
p-toluidina 19,0 dipropilamina 1,2
p-metoxianilina® 1,8 metilciclohexilamina 2,2
piperacina 1,3 diisopropilamina 1,3
hidroxilamina 2,0 piperidina 1,3
nitrosopiperacina 0,75 dibutilamina 1,8

@ Constante medida a 0 °C.

Tabla 2.11: Constantes de velocidad a 25 °C de nitrosaciones controladas por difusién
en agua.

decenas de aminas. Pese a la gran variedad de estructuras analizadas, todas las
constantes tenian un valor del orden de 108 M~1 s7! (tabla 2.11).% El hecho de
que todas las reacciones tuviesen una energia de activacién baja apoyo la teoria.

2.3.10. Control orbitalico

Las reacciones con control orbitdlico son aquellas en las que su velocidad se
ve influenciada por la energia del Gltimo nivel ocupado (HOMO) del nucleéfilo.

Generalmente, la formacién de un enlace entre un electroéfilo y un nucleéfilo
estd regida por las diferencias de carga eléctrica entre los reactivos. % El nu-
cledfilo, rico en electrones, se ve atraido por el electréfilo, comenzando la unién
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Figura 2.8: Diagramas de orbitales moleculares para una reaccién con control por carga
(a) y con control orbitélico (b).

sin apenas ceder los electrones. Segiin la teoria de orbitales moleculares, estas
uniones, denominadas reacciones controladas por carga, se deben a la gran
diferencia de energia que existe entre el orbital ocupado mas alto del nucleéfilo
y el orbital vacio mds bajo del electréfilo (figura 2.8).

En ocasiones, la diferencia de energias entre los dos orbitales es muy peque-
fia y la formacién del enlace se ve dirigida por la interaccién de los electrones
del nucleéfilo con el orbital vacio del electréfilo. En este caso, la velocidad de
reaccién depende del nivel de energia del dltimo orbital ocupado del nucleéfi-
lo y se dice que la reaccién tiene control orbitdlico. En estas reacciones existe
una correlacion entre el valor de la constante de velocidad y el potencial de
ionizacién vertical del nucleéfilo.

En las nitrosaciones las reacciones de control orbitdlico son comunes debido
ala electronegatividad de los 4tomos de nitré6geno y oxigeno, que hacen al grupo
nitroso poco electréfilo. El ejemplo mds documentado son las aminolisis de los
nitritos de alquilo.'% Como las aminas son nucleéfilos débiles, la diferencia de
energias entre sus orbitales y los de los nitritos de alquilo son pequeias y se
ven regidas por el control orbitélico, lo que explica la diferencia de velocidad
con las reacciones equivalentes de las aminolisis de los ésteres de alquilo.'”® La
correlacion entre los potenciales de ionizacion de las aminas con las constantes
de velocidad demuestran el control orbitalico.
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2.4. Nitrosacién, mutagenia y carcinogenia

La relacién entre nitrosocompuestos y cancer atin hoy, medio siglo después

del trabajo pionero de Magee y Barnes, es motivo de polémica. Pese a que se
ha demostrado que producen una amplia variedad de tumores en mas de 40
especies animales, incluidos primates superiores, atin no existen pruebas epi-
demiolégicas concluyentes de que los nitrosocompuestos sean carcinogénicos
para el hombre, 171172
Varias nitrosaminas, como la nitrosodietilamina, nitrosodimetilamina o nitroso-
nornicotina estén clasificadas por la Agencia Internacional para la Investigacién
en Cancer (IARC) como compuestos probablemente carcinogénicos para los
humanos (Grupo 2A).17317* Existen estudios que relacionan el consumo de
nitritos y nitrosaminas con el cdncer de estémago y con el riesgo de desarrollar
cancer de eséfago. De igual modo, se ha encontrado una asociacién positiva
y significativa entre el consumo de alimentos tratados con nitrito y el cincer
nasofaringeo.!”® Al interpretar estos estudios se debe tener en cuenta que, por
lo general, las carnes y los pescados tratados con nitrito suelen contener tam-
bién importantes cantidades de sal. La sal induce procesos inflamatorios que
reducen la mucosa protectora del estbmago e incrementan el riesgo de cdncer
de estémago. La infeccién con Helicobacter pylori puede estar relacionada con
el consumo de sal y de nitrosocompuestos, aumentando la carcinogenia tras
danar el epitelio.
Pese a las sospechas derivadas de los ensayos con animales, no se ha encontrado
una relacion clara entre el consumo de nitrosocompuestos y el desarrollo de
cénceres de pancreas, colon o cerebro. '’ Si que se ha encontrado una relacién
entre la exposicién durante el embarazo a N-nitrosocompuestos, principalmen-
te N-nitrosamidas, y el riesgo de tumor cerebral infantil. }”

Los mecanismos quimicos por los que los nitrosocompuestos provocan
mutaciones en el c6digo genético pasan por la formacién de un carbocation que
alquile las bases del ADN. Este carbocatién se forma por nitrosacién y posterior
desaminacion de una amina primaria por un agente nitrosante (pagina 78) o
mediante la activacién metabdlica de una N-nitrosamina secundaria. Otros
nitrosocompuestos no pueden ser agentes alquilantes por lo que su actividad
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mutigena depende de su capacidad para nitrosar alguna amina del medio. !

Las bases del ADN son sustratos ricos en electrones adecuados para la reac-
cién con un carbocatién. Casi todos sus heterodtomos son susceptibles de ser
alquilados, aunque el sitio preferido depende de la naturaleza del agente alqui-
lante.”8 La posicién N-7 de la guanosina es el punto mds nucleéfilo de las bases
del ADN y es donde suelen reaccionar casi todos los agentes alquilantes sin
impedimento estérico. Las reacciones en otros lugares dependen de la estruc-
tura del electréfilo. Los agentes alquilantes fuertes (de pequefno tamafio, carga
positiva y baja polarizabilidad) como los iones diazonio reaccionan mejor con
los oxigenos de los nucleéfilos del ADN, mientras que los agentes alquilantes
débiles tienden a reaccionar con los nitrégenos de las bases. Los productos de
las reacciones de alquilaciéon son estables para la mayor parte de las posiciones.

El proceso por el cual una N-nitrosamina secundaria se convierte en un
agente alquilante se muestra en el esquema 2.19. La nitrosamina secundaria es
estable en condiciones fisiol6gicas y llega sin dificultad a la célula. Esta la procesa
por medio del citocromo P450, un tipo de proteinas situado en la membranas
interiores de la mitocondria o del reticulo endoplasmético que metaboliza los
compuestos exdgenos de la célula a través de una reacciéon de monooxidacion:

RH + O, + NADPH + H" — ROH + H,0 + NADP*

Al metabolizar la nitrosamina secundaria, el citocromo P450 la transforma en
una a-hidroxilnitrosamina, que espontdneamente se divide en un aldehido y
un alquildiazohidréxido. Como ocurria en los procesos de desaminaciéon de
nitrosaminas primarias, el alquildiazohidréxido se transforma en una sal de
diazonio a través de la pérdida de una molécula de agua tras su protonacion.
La sal de diazonio obtenida es capaz de alquilar cualquier posicién nucleéfila
de los constituyentes celulares, ya sean 4cidos nucleicos o proteinas. De esta
forma, los nitrosocompuestos pueden interferir y alterar los procesos celulares,
considerdndose, ademds de mutdgenos y carcinégenos, compuestos citotdxicos.

Todos los organismos tienen sistemas de reparacién para el dafio que provo-
cala alquilacién de su ADN.'7 En total, el ADN de un ser humano sufre mas de
20.000 lesiones endégenas por dia y por célula, siendo las principales fuentes
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Esquema 2.19: Activacién metabdlica de N-nitrosocompuestos.

la despurinizacion y la desaminacioén espontdneas de las bases y la oxidacion
natural. La contribucién relativa del dafio por alquilacién no se conoce con exac-
titud; sin embargo, la mera existencia de varios sistemas de reparacion para las
lesiones por alquilacién indica que la exposicién endégena y medioambiental
debe ser significativa. De hecho, todos los mecanismos principales de repara-
cion del ADN (reparacion sobre la marcha, reparacion directa, reparaciéon por
escision de base, reparacién por escision de nucleétido, reparaciéon de mala-
pareamiento) estan involucrados en el procesado de productos de alquilacién
primarios (metilaciones, cloroetilaciones) y en la correccién de los dafios se-
cundarios provocados por esos productos (rupturas de la hebra, enlace cruzado
entre bases de hebras opuestas, pérdida de la basicidad). 8°

Debido a estos sistemas de reparacién y a que no todas las modificaciones en
las bases son biol6gicamente importantes, no siempre es posible establecer una
correlacion entre estructura quimica y carcinogenia o entre las condiciones de
exposicién al agente alquilante y carcinogenia. 18!
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2.5. Compuestos estudiados

En el presente trabajo, se han elegido seis compuestos arométicos de com-
plejidad creciente para el estudio cinético-mecanistico de su nitrosacién (figura
2.9). A continuacion se describird cada compuesto haciendo hincapié en algunas
caracteristicas de interés.

20§ &Ly

Figura 2.9: Sustratos cuya nitrosacion se ha estudiado. De izquierda a derecha: etilben-
ceno, fenetilamina, tiramina, dopamina, serotonina y minoxidilo.

2.5.1. Etilbenceno

El etilbenceno (tabla 2.12) es un liquido incoloro, inflamable y de olor similar
al de la gasolina. Se encuentra de forma natural en el petréleo y en el carbén,
aunque se obtiene principalmente de la reaccién entre etileno y benceno: 182

CgHG + C2H4 - C6H5CH2CH3

E1 99 % del etilbenceno producido en el mundo (28 millones de toneladas anua-
les en 2002) se dedica a la preparacién del monémero estireno, una de las
materias primas mds importantes en la fabricacién de plasticos. '# El estireno
se obtiene por la deshidrogenacién de la cadena lateral del etilbenceno en una
reaccion catalizada por acidos de Lewis:

C6H5CH2CH3 %* C6H5CH=CH2 + H2
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El 1% restante principalmente se emplea como disolvente en pinturas, lacas,
tintas de impresora e insecticidas. Otro uso, mucho més minoritario, es como
compuesto de partida para la sintesis industrial de acetofenona y dietilbenceno.

La reactividad del etilbenceno es baja, sin embargo puede llevar a cabo reac-
ciones tipicas de compuestos alquilarométicos, como desalquilaciones térmicas,
sustituciones electrofilas aromaéticas con electrofilos fuertes u oxidacion de su
cadena lateral para formar acetonas y dcidos carboxilicos aromaticos.

Desde el punto de vista biolégico, el etilbenceno estd clasificado por la Agen-

cia Internacional para la Investigacién en Cancer como un posible carcinégeno
(Grupo 2B). 184 Ratones expuestos a una atmésfera enriquecida con el compues-
to desarrollaron céncer de rifién. Sin embargo, los datos que se desprenden de
los test habituales de genotoxicidad in vivo e in vitro no pudieron demostrar las
propiedades cancerigenas del compuesto.
El etilbenceno es metabolizado por el organismo a través de la a-hidroxilacién
a 1-feniletanol, que se excreta por la orina. También puede sufrir otras modifi-
caciones metabdlicas como la oxidacion del carbono w para dar 2-feniletanol,
la oxidacién del anillo aromético produciéndose 4-etilfenol u oxidaciones pos-
teriores de los productos de metabolizacién. Todos los productos también son
separados en el rifién y eliminados en la orina.

2.5.2. Fenetilamina

La fenetilamina (tabla 2.13) es un alcaloide natural monoaminico que acttia
como neurotransmisor en el sistema nervioso central. Su estructura, efectos
farmacolégicos y efectos en el comportamiento se parecen a los de la anfetamina
(figura 2.10), por lo que varios investigadores han sugerido un papel significativo
de la fenetilamina en la esquizofrenia y otros desérdenes psicolégicos como el
enamoramiento o la depresion. 82

La fenetilamina se encuentra en multitud de alimentos, como legumbres,
frutos secos o marisco, aunque el alimento que mas fenetilamina contiene es el
chocolate. Para proteger al sistema nervioso, la fenetilamina consumida via oral
jamads alcanza el resto del organismo puesto que, tras ser absorbida en el sistema
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Sh

Etilbenceno (ETH)

Otros nombres:

Nimero CAS:
Apariencia:

Punto de fusion:

Punto de ebullicion:

Peso molecular:
Densidad:
Solubilidad:

Indice de refraccién:

Precauciones:

Etilbenzol

Feniletano

100-41-4

Liquido incoloro

-95°C

136 °C

106,17 g/mol

0,8665 kg/m?> a 20 °C

0,015 g/100 ml agua (20 °C)
Soluble en benceno

1,493

R-11: F4acilmente inflamable
R-20: Nocivo por inhalacién

S-16: Conservar alejado de toda llama o fuente de chispas
- No fumar

S-24/25: Evitese el contacto con los ojos y la piel

S-29: No tirar los residuos por el desagiie

Tabla 2.12: Propiedades del etilbenceno. 8
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OH OH
OH
a b
NH, NH, NH,
COOH COOH COOH
L-fenilalanina L-tirosina L-DOPA
d
CFco2 FCOZ eFco2
OH OH
OH
NH,
NH, NH,
fenetilamina tiramina dopamina

Esquema 2.20: Biosintesis de fenetilamina, tiramina y dopamina a partir de fenilalanina.
a, fenilalanina hidroxilasa, b, tirosina hidroxilasa, c, fenilalanina descarboxilasa, d,
tirosina descarboxilasa, e, L-DOPA descarboxilasa.

digestivo, es transportada por la vena porta al higado, donde la mayor parte es
inactivada rdpidamente a través de su transformacién en dcido fenilacético por
las enzimas monoamina oxidasa (MAQ). 187 Ademas de la hidroxilacién por las
enzimas MAQO, la fenetilamina puede ser metabolizada por otras enzimas, como
la aldehido deshidrogenasa o la dopamina $-hidroxilasa para dar productos que
se eliminan por la orina.'® La cantidad habitual de fenetilamina en sangre para
un adulto sano es de 1,2 ng/ml. 189

La fenetilamina es una molécula liposoluble que atraviesa sin problemas
la barrera hematoencefélica. De forma pura es un liquido corrosivo de color
amarillento y un intenso olor a flores podridas causado por su grupo aromaético
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NH,

Fenetilamina (PHE)

Otros nombres:

Abreviatura:
Ntiimero CAS:
Apariencia:

Punto de fusion:
Punto de ebullicién:
Peso molecular:
Densidad:
Solubilidad:

Indice de refraccién:

Precauciones:

Constante de acidez (pKj,):

PB-feniletilamina
2-feniletilamina

PEA (en neurociencias)
64-04-0

Liquido incoloro

—-60°C

198,5°C

121,18 g/mol

0,962 kg/m3 a 20 °C

2,9 g/100 ml agua (20 °C)
1,533

R-22: Nocivo por ingestion

R-34: Provoca quemaduras

S-26: En caso de contacto con los ojos, lavese abundante-

mente con agua y acuda a un médico

S-36/37/39: Usese indumentaria y guantes adecuados y

proteccion para los ojos/la cara

S-45: En caso de accidente o malestar, aciidase inmedia-

tamente al médico

+

Tabla 2.13: Propiedades de la fenetilamina. !

90
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y su amina primaria. Es un molécula muy bésica que forma sales estables con
diversos acidos. Con el 4cido clorhidrico forma una sal que tiene un punto
de fusién de 217 °C y con el diéxido de carbono del aire reacciona formando
carbonato de fenetilamonio.

La fenetilamina es sintetizada en el cuerpo humano en la ruta de las ca-
tecolaminas a partir de la descarboxilacién de la fenilalanina (esquema 2.20).
Las catecolaminas son un grupo de sustancias con actividad neuronal que en
principio contienen una aminay el grupo catecol (o-dihidroxifenilo), aunque
dentro del grupo se incluyen sustancias afines de estructura similar (figura 2.10).
La mayor parte de estos compuestos se produce en las gldndulas suprarrena-
les, si tienen una funcién hormonal, o en las neuronas catecolaminérgicas, si
se emplean como neurotransmisores. Disfunciones en el metabolismo de las
catecolaminas son causa de enfermedades mentales como la esquizofrenia o
trastornos bipolares o enfermedades neurolégicas como el Parkinson o la mi-
grafia. Muchos medicamentos y sustancias estupefacientes tienen estructuras
parecidas para actuar en el sistema nervioso.

Los productos de nitrosacion de la fenetilamina no han demostrado ser ni
mutigenos ni genotéxicos en dos ensayos biolégicos in vitro realizados con el
test de Ames (seccion 3.2.1) y el Cromotest SOS, respectivamente. 191

2.5.3. Tiramina

La tiramina (tabla 2.14) es una sustancia monoaminica aromdtica con acti-
vidad biolégica. Casi todos los seres vivos son capaces de sintetizarla a través
de la descarboxilacion del aminodcido tirosina (esquema 2.20) y por eso apare-
ce de forma natural en multitud de alimentos, como legumbres, frutas, frutos
secos, chocolate, carnes, mariscos y pescado. En cualquier caso, los alimentos
con mayor concentracién de tiramina son los que su preparacién favorece la
descomposicién de la tiramina, como son los productos fermentados (yogures,
quesos, salsas de soja o bebidas alcohélicas) o envejecidos (conservas, embuti-
dos o productos ahumados) 192
Dados los alimentos en los que se distribuye, la tiramina es un compuesto que
frecuentemente aparece acompafnado de nitritos, por lo que el riesgo de que se
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NH,

HO
Tiramina (TYR)

Otros nombres:

Abreviatura:
Numero CAS:

Apariencia:

Punto de fusion:

Peso molecular:

Solubilidad:

Precauciones:

4-(2-aminoetil)fenol
4-hidroxifenetilamina
2-(4-hidroxifenil)etilamina
TY (en neurociencias)
51-67-2

Polvo beige

160 °C

137,18 g/mol

Soluble en agua

Soluble en alcohol
R-36/37/38: Irrita los ojos, la piel y las vias respiratorias

S-26: En caso de contacto con los ojos, lavese abundante-
mente con aguay acuda a un médico

S-36: Usese indumentaria protectora adecuada)

Constantes de acidez (pKj,):

.
/@/\/NHs 9,3 /@/\/NHZ 10,4 /@/\/NHz
HO HO o)

Tabla 2.14: Propiedades de la tiramina. '93
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OH OH OH
NH HN HN
HO > Ho > Ho ~

Noradrenalina Adrenalina Sinefrina
OH OH OO
Norefedrina Efedrina Metilfenidato
|
(0]
Anfetamina Metilanfetamina HMMA
|
(0]
(0]
_0O o) NH, <O
Mescalina Extasis Heliotropina

Figura 2.10: Otras catecolaminas de interés biolégico.

transforme en nitrosocompuestos potencialmente peligrosos es alto. Existen
varios estudios sobre la mutagenia de alimentos ricos en tiramina tratados con
nitrito sédico 191194195 y de 1a propia tiramina nitrosada. 19119 Todos ellos coin-
ciden en que la tiramina nitrosada es un importante agente mutdgeno. Estudios
realizados in vivo han demostrado que la tiramina nitrosada induce la forma-
cién de cancer en la cavidad oral que es precisamente uno de los cdnceres mas
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comunes en zonas donde el consumo de soja fermentada es mds frecuente. 197

La tiramina es metabolizada por las enzimas monoamina oxidasa que la oxi-
dan a 4cido 4-hidroxifenilacético. A diferencia de la fenetilamina y la mayor parte
de los amino4cidos, la tiramina no puede atravesar la barrera hematoencefélica,
por lo que no es tan peligrosa. Sin embargo se ha demostrado que la tiramina,
en el cuerpo humano, provoca la liberacién de otras monoaminas almacenadas,
como la dopamina o la epinefrina, lo que provoca hipertensién arterial y dolores
de cabeza. Las personas que toman medicamentos antidepresivos deben evitar
el consumo de alimentos ricos en tiramina, ya que inhiben las enzimas MAO,
haciendo que la concentracién de tiramina en el organismo aumente. Bajo estos
medicamentos, el consumo de tan sélo 6 mg de tiramina provoca hipertensién y
25 mg se puede considerar una dosis letal para algunas personas. 1%

La tiramina es un compuesto bésico cuya constante de acidez es cuatro veces
mayor que la de la fenetilamina. Esta diferencia se debe a que la amina también
puede protonarse en la forma neutra de la molécula al formar un equilibrio con
el alcohol aromatico para dar su forma zwitteriénica (esquema 2.21).'%° Dada
su basicidad, la tiramina forma sales estables con multiples compuestos, tanto
organicos como inorganicos. 1%

+
NH, NH,
HO o)

Esquema 2.21: Protonacién de la amina a la forma zwitteriénica de la tiramina.

2.5.4. Dopamina

La dopamina (tabla 2.15) es un compuesto organico de la familia de las
catecolaminas. Hasta los afios 50 se pensaba que la iinica funcién que tenia la
dopamina en el organismo era la de actuar como intermedio en la biosintesis de
otras catecolaminas como norepinefrina y epinefrina (figura 2.10). Esta concep-
cién cambi6 con los trabajos de Kathleen Montagu, que encontré cantidades
significativas de dopamina en el cerebro, 200 y de Arvid Carlsson (premio Nobel
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de fisiologia y medicina en el afio 2000), quien demostro6 su actividad como
neurotransmisor. 20!

Principalmente, la dopamina es sintetizada por neuronas y células de las
glandulas suprarrenales en la ruta de las catecolaminas (véase esquema 2.20). 202
La dopamina se sintetiza utilizando como base la tirosina acumulada en la
célula, que se oxida a fenilalanina y posteriormente a 3,4-dihidroxifenilalanina
(de cuyo acrénimo, DOPA, toma el nombre la dopamina). La descarboxilacion
de este compuesto genera la dopamina. La etapa limitante de la velocidad en
este mecanismo es la generaciéon de L-DOPA, que debido a que se descarboxila
inmediatamente, su concentracion en el cerebro es generalmente baja.

La dopamina tiene diversas funciones en el organismo. En el cerebro, exis-
ten un tipo de neuronas, denominadas dopaminérgicas, cuyo neurotransmisor
principal es la dopamina. Se encuentran en la parte compacta de la sustancia
negra, el drea tegmental ventral y el hipotdlamo y sus axones se proyectan a
varias dreas del cerebro. Se cree que este sistema participa en actividades como
el aprendizaje, el suefio, la memoria, la consciencia o la gratificacién sexual. %3
La muerte de las células dopaminérgicas en la sustancia negra y, por consiguien-
te, la biosintesis insuficiente de dopamina son el origen de la enfermedad de
Parkinson. Fuera del cerebro, la dopamina participa en la regulacion del funcio-
namiento de los rifiones, el sistema inmunitario y el aparato circulatorio.
Como medicamento, la dopamina en forma de hidrocloruro se emplea para
aumentar la tensién sanguinea y restaurar los valores hemodindmicos por via
intravenosa tras un infarto de miocardio, una septicemia o cirugia a corazén
abierto.

La degradacién de la dopamina en el cuerpo humano se produce por dos
vias (esquema 2.22). La primera es, como con los compuestos anteriores, con
la ruta de las enzimas monoamina oxidasa, que transforman la dopamina en
3,4-dihidroxifenilacetaldehido. Casi inmediatamente, este compuesto es trans-
formado en 4cido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC) por la enzima aldehido
deshidrogenasa (ALDH). La segunda es una ruta exclusiva de las catecolaminas
en las que la enzima catecol-O-metiltransferasa (COMT), metila el alcohol en
la posicién 3 del anillo aromético para formar 3-metoxitiramina (3-MT). Los
productos de ambas vias se transforman en un producto comun, denominado
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Hoj@/\/NHz
HO

Dopamina (DOP)

Otros nombres:

Abreviatura:
Numero CAS:
Apariencia:
Punto de fusion:

Peso molecular:

Solubilidad:
Precauciones:

Constantes de acidez (pKj,):

OH
OH
8,88
.
NH,

3,4-dihidroxifenetilamina
4-(2-aminoetil)-1,2-bencenodiol
2-(3,4-dihidroxifenil)etilamina

DA (en neurociencias)

51-61-6

62-31-7 (hidrocloruro)

Prismas

Polvo blanco (hidrocloruro)

128 °C

248 °C (hidrocloruro)

153,18 g/mol

189,64 g/mol (hidrocloruro)

600 mg/ml de agua

Soluble en agua (hidrocloruro)

20 mg/ml en alcohol (hidrocloruro, (25 °C)
R-22: Nocivo por ingestion

R-50/53: Muy téxico para los organismos acuéticos

S-61: Evitese su liberacion al medio ambiente

OH o o
OH OH oN
10,36 13,1
NH; NH; NH;

Tabla 2.15: Propiedades de la dopamina.

190,204
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HO
MAO D/\COOH .
HO AV HO \ 0
]@/\ DOPAC - :@ACOOH
HO NH2 \ / HO
COMT 0 MAO )
Dopamina ALDH Acido homovanilico
HO NH

3-MT

Esquema 2.22: Metabolizacién de la dopamina.

4cido homovanilico (HVA), que es el metabolito principal de descomposicién
de la dopamina en los seres humanos.

Desde el punto del vista quimico, la dopamina es una base fuerte. De igual
modo que en la tiramina, su constante de acidez es inusualmente alta (8 veces
superior a la de la fenetilamina) debido al equilibrio que se crea entre la forma
neutra de la molécula y su estructura zwitteriénica, en este caso estabilizada
por un puente de hidrégeno con el segundo alcohol del anillo. '’ La dopamina
forma sales con multitud de dcidos, siendo el hidrocloruro de dopamina la forma
mas habitual de comercializar el compuesto. La dopamina pura se oxida con el
oxigeno ambiental,?°> en una reaccién radicalaria.?°® En disolucién acuosa esta
reaccion se encuentra catalizada por el medio bésico, con el anion superéxido
como intermedio?’” y que terminaba con la ciclacién de la cadena lateral como
muestra el esquema 2.23. 208

El mecanismo de la oxidacién radicalaria es el siguiente, donde la dopamina es
la dihidroquinona (QH>) y también aparece la semiquinona (‘QH) y la quinona
resultante (Q):2%

HO 0 H
j@/\‘ Ox D/\ (0]
NH NH I :[ ’
HO 2 0 2 HO N

Esquema 2.23: Oxidacion de la dopamina a través de su quinona a leucoaminocromo.
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Iniciaciéon: QH; + OH™" = QH™ +H,0
QH™ + 02 — 'QH + 05"
Propagacion: QH™ + 0O, +2H" = QH + H,0,
‘QH+0, =Q+0; +H"
Terminacion: ‘QH + QH — Q+ QH»
0, +0; +2H* — 02 + Hy0,

La velocidad de autooxidacién de la dopamina es importante en medios

alcalinos, aunque a pHs intermedios (6-8) también se puede producir, especial-
mente si hay metales que catalicen la reaccién radicalaria en el medio.?% La
mayor parte de los productos de ciclacion de las catecolaminas son fluorescen-
tes. Sin embargo, no es el caso de la dopamina.
El leucoaminocromo obtenido por la oxidaciéon de la dopamina continua oxi-
déandose a dopaminacromo, que rdpidamente polimeriza entre si para formar
un pigmento oscuro de estructura similar a la melanina.?'? Este pigmento se
ha detectado en melanosomas y en células turmorales y tiene un gran poder
citotdxico.

Existe un estudio en bacterias in vitro con el test de Ames (pagina 131) que ha
llegado ala conclusién de que la dopamina, tras ser tratada con dcido nitroso, es
mutagena, aunque no identifica cual es el producto de nitrosacién que provoca
la respuesta positiva en el experimento.?!!

2.5.5. Serotonina

La serotonina (tabla 2.16) es un compuesto orgénico biciclico conjugado que
actiia como neurotransmisor en el cuerpo humano. Desde mediados del siglo
XIX se sabia que habia una sustancia en la sangre que provocaba la contraccién
de los musculos lisos, aunque no fue aislada hasta un siglo mads tarde, en 1951,
por investigadores de la Clinica Cleveland en Estados Unidos. Unos afios antes,
en 1938, el cientifico italiano Vittorio Erspamer, de la Universidad de Pavia, habia
aislado de las células enterocromafines del intestino una sustancia a la que
denominé enteramina, que también provocaba la contraccién de los musculos
lisos. La purificacién y la cristalizacién posterior de la serotonina y la enteramina
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demostraron que ambos compuestos en realidad eran la misma molécula, la
5-hidroxitriptamina. La primera compafiia que sintetiz6 esta molécula fue la
farmacéutica americana Upjohn, que la comercializé para investigacién bajo
el nombre de serotonina, por lo que la molécula se quedé con ese nombre en
lugar del original italiano.?!?

La serotonina tiene multiples funciones en el cuerpo humano. Esté relacio-

nada con la alimentacién, puesto que la liberacién de serotonina aumenta el
apetito. La presencia de comida en el lumen hace que las células enterocromafi-
nes del intestino, que contienen aproximadamente el 90 % de la serotonina total
del cuerpo, liberen serotonina para provocar la contracciéon de los musculos del
intestino entorno al quilo. Ante un compuesto irritante, como la capsicina, estas
células aumentan la cantidad de serotonina para que los musculos se muevan
mads deprisa.
La serotonina también tiene un importante papel en el metabolismo de los
huesos, controlando su masa, y en el sistema circulatorio, donde, ante un dafio,
actia como vasoconstrictor y como factor de crecimiento para los fibrocitos. Por
eso, las plaquetas son el principal almacén de la serotonina en la sangre. Como
la serotonina es un indicador de sangrado, un gran aumento repentino en una
zona localizada causa dolor. Como el veneno de muchos insectos (avispas y es-
corpiones) contiene gran cantidad de serotonina, su picadura es muy dolorosa.
La mayor parte de la serotonina en el sistema nervioso central se encuentra
concentrada en la glandula pineal, que aunque se encuentra junto al cerebro,
esté fuera de la barrera hematoencefélica, que la serotonina no puede cruzar. La
serotonina en este 6rgano esté relacionada con el metabolismo de la melatonina
ylaluz o la oscuridad para el control del cuerpo ante el suefio y el despertar. 202
En el cerebro, la mayor parte de la serotonina es secretada por las neuronas
de los nucleos del rafé, cuyos axones terminan en el cerebelo y en la médula
espinal. La serotonina en este caso esté relacionada con los estados de dnimo, la
memoria o la consciencia.

La serotonina se obtiene a partir del amino4cido esencial tript6fano en la
ruta representada en el esquema 2.24. La enzima triptéfano hidroxilasa oxida
el tript6fano que casi inmediatamente se descarboxila bajo la accion de la 5-
hidroxitript6fano descarboxilasa. La serotonina se metaboliza de forma similar
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HO NH,
A\

NH

Serotonina (SER)

Otros nombres: 3-(2-aminoetil)-5-hidroxiindol

5-hidroxitriptamina

Abreviatura: 5-HT (en neurociencias)
Numero CAS: 50-67-9

153-98-0 (hidrocloruro)
Apariencia: Polvo blanco

Polvo ligeramente gris (hidrocloruro)

Punto de fusion: 121 °C

149 - 154 °C (hidrocloruro)
Punto de ebullicién: 416 °C
Peso molecular: 176,215 g/mol

212,68 g/mol (hidrocloruro)
Solubilidad: Algo soluble en agua

Soluble en agua (hidrocloruro)
Soluble en DMSO (hidrocloruro)

Precauciones: R-20/21/22: Nocivo por inhalacién, contacto con la piel e
ingestion
R-36/37/38: Irrita los ojos, la piel y las vias respiratorias
S-22: No respirar el polvo
S-36: Usese indumentaria protectora adecuada

Constantes de acidez (pK,):
+

HO S NH; g g, HO S NHz | 25 O S NH,

NH NH NH

Tabla 2.16: Propiedades de la serotonina.?!3
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H H H
I NH 5 a I NH 2 b I
COOH co NH
COOH HO 210
L-tript6fano 5-hidroxi-L-tript6fano Serotonina

Esquema 2.24: Biosintesis de serotonina a partir de tript6fano. a, tripté6fano hidroxilasa,
b, 5-hidroxitript6fano descarboxilasa.

ala de los neurotransmisores que hemos visto anteriormente. La monoamina
oxidasa junto con la aldehido deshidrogenasa eliminan la amina de su cadena
lateral dejando el carbono terminal oxidado en forma de dcido carboxilico. El
compuesto formado, 4cido 5-hidroxiindolacético, es excretado en la orina.

La serotonina es un compuesto bdsico por la amina que estéd en su cadena
lateral, que pese a estar unida a la misma distancia del anillo aromadtico que la
tiramina y la dopamina, no sufre el mismo efecto que estos compuestos y su
constante de acidez es similar a la de la fenetilamina. La amina del indol que
la compone no es bésica, dado que tiene su par electrénico compartido en el
sistema aromaético y es necesario emplear dcidos fuertes muy concentrados para
protonarla. Se estima que su pK, es —3,6. El segundo pK, de esta amina es muy
alto, alrededor de 21, por lo que sélo es posible sustraer el protén con bases muy
fuertes como hidruro sédico o butillitio en condiciones anhidras y protegiendo
la amina de la cadena lateral y el alcohol. La sal creada reacciona con cualquier
electréfilo aunque sea débil, que se une al nitr6geno del indol.

Sin necesidad de transformarla en una sal, la serotonina sufre con facilidad
sustituciones electréfilas, debido a que, como ya se ha visto en la seccién 2.3.1
(pagina 76), los anillos conjugados estabilizan el complejo de Wheland.

Se ha realizado el test de Ames a una mezcla de serotonina, nitrito sédico
y 4cido acético. El resultado de este experimento indica que el producto de la
nitrosacién de la serotonina en estas condiciones es mutagénico. >4
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2.5.6. Minoxidilo

El minoxidilo (tabla 2.17) es un compuesto formado por la unién de un 6xido
de diaminopirimidina y un anillo de piperidina. Fue desarrollado como antihi-
pertensivo en los afios 50, 60 y 70 por la Upjohn Company, la misma empresa
que comercializ6 por primera vez la serotonina. Durante los ensayos clinicos
previos a su aprobacién como medicamento se administré varias dosis de mi-
noxidilo a once pacientes con hipertension, cuya presién arterial se redujo de
forma efectiva en sélo seis dias.?!® Dado el éxito del experimento, se le permiti6
a su director, el médico americano Charles Chidsey, realizar una nueva prueba
aplicando durante mas tiempo el compuesto a un grupo mayor de personas.
Al pasar de las dos semanas de tratamiento, varios pacientes desarrollaron hi-
pertricosis, es decir, crecimiento en exceso de pelo por todo el cuerpo. Al ver
esta propiedad del medicamento, se hizo una prueba aplicando el minoxidilo de
forma tépica en el brazo a varios voluntarios, a los que les creci6 pelo en la zona
tratada. El éxito de este experimento permitia evitar los efectos secundarios
del consumo oral, por lo que tras muchas mads pruebas para estudiar la dosis
adecuada y la toxicidad, en 1979 se aprob6 su uso como medicamento contra
la alopecia.?'® Actualmente es uno de los medicamentos mas populares del
mundo con un mercado de més de 100 millones de délares por afio tan solo en
los Estados Unidos. 2!’

La actividad hipertensiva del minoxidilo se debe a que uno de sus metaboli-
tos, el sulfato de minoxidilo, relaja rapidamente el musculo liso vascular, lo que
en la piel se traduce en un mayor riego sanguineo en los foliculos del pelo, lo
que aumenta el tamafio del cabello y reduce la caida.?!®2!9

Ademas de su sulfuracion, el minoxidilo es metabolizado por el organismo
por oxidacién del anillo piperidinico, aunque la principal via de metabolizacién
es en el higado mediante su unién al 4cido glucurénico con la enzima glucuro-
nosil transferasa (figura 2.11). De cualquiera de estas formas el minoxidilo es
expulsado por la orina.

El minoxidilo es una base débil gracias al 6xido de amina de su estructura.
Sus dos aminas son bases atin més débiles debido a que su par de electrones
libre esta cedido al anillo aromético. El 6xido de amina puede reducirse en
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NH, NH,
/N_\< /N_\<
HO N N—O HN N—O
= COOH\=
NH, NH,
NH, NH, OH
N N=<N 0] (") H N N=<N i J"
M (Is,5 0 M ¢ oHO
NH NH COOH

Figura 2.11: Productos del metabolismo del minoxidilo. En la primera fila, los productos
de oxidacién. En la segunda fila, sulfato de minoxidilo y 4cido minoxidil-O-glucurénico.

medio 4cido segtn la ecuacién que muestra el esquema 2.25.

No existe en la bibliografia ningtin valor de su potencial estdndar de reduccién
debido a que depende mucho de las condiciones experimentales, especialmente
del pH. Precisamente, aprovechando esta propiedad se ha determinado de forma
experimental por polarografia el pK, del 6xido de amina.??°

?H
=+
HZNYN NH, HZNYN NH,
N H' N
N + 27 —> N + H,0
N N

(J (J

Esquema 2.25: Reaccién de reduccién del minoxidilo en medio 4cido.
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NH,

o a
\
N4<_<N—>O
NH,
Minoxidilo (MIN)

Otros nombres:

Nimero CAS:
Apariencia:

Punto de fusion:

Peso molecular:

Solubilidad:

Precauciones:

Constantes de acidez (pK,):

OH

*J

U J

3-6xido de 2,4-diamino-6-(piperin-1’-il)pirimidina
3-6xido de 2,4-diamino-6-piperidinopirimidina
38304-91-5

Polvo cristalino blanco

128 °C

248 °C (hidrocloruro)

209,25 g/mol

0,27 g/100 ml agua (25 °C)

2,17 g/100 ml etanol (25 °C)

5,37 g/100 ml metanol (25 °C)

R-22: Nocivo por ingestion

R-36/37/38: Irrita los ojos, la piel y las vias respiratorias

S-26: En caso de contacto con los ojos, lavese abundante-
mente con agua y acuda a un médico

S-36: Usese indumentaria protectora adecuada

OH OH 6

J gtea
e

Tabla 2.17: Propiedades del minoxidilo.
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Capitulo 3

Parte experimental

3.1. Estudio quimico

3.1.1. Introduccion

La cinética es la parte de la quimica que estudia la velocidad de las reaccio-
nes quimicas y los factores que en ella influyen, con objeto de determinar sus
mecanismos de reaccion. 168

La velocidad de una reaccion se define como la variacién en el tiempo de su
grado de avance. Para la reacci6n:

aA+bB—-cC+dD

el grado de avance, ¢(1), es el cambio en el nimero 7 de moles de un reactivo en
un determinado tiempo ¢ dividido por su coeficiente estequiométrico:

n®—nn nl-ng n n
A B C D
1) = = = — = — 3.1
¢ a b c d S

Asi, la velocidad se define de forma general como:

. dé () :+ldn1

t-— 3.2
dat i dt 8.2

117
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El signo es positivo si el compuesto I es un producto y negativo si se trata de un
reactivo. En las reacciones en disolucion el volumen de reacciéon generalmente
es constante, por lo que su velocidad se puede expresar a través de la variaciéon
de concentracion del reactivo:

1 dé(y) 1d[1]
U:——:i—‘— (33)

V dt i dt

Se denomina ecuacién de velocidad de una reaccién quimica a la relacion
explicita entre la velocidad de reaccién y las concentraciones de las especies
activas que participan en la reaccion. Para la reaccién anterior seria:

v = k[A]*[B]P (3.4)

donde k es un coeficiente de proporcionalidad denominado constante de veloci-
dady a y B son parametros exponenciales que se denominan érdenes parciales
de reaccién y su suma, ¢ = a + 8, se denomina orden total de la reaccién. Los
6rdenes, en principio, no pueden ser calculados a priori y, como la constante de
velocidad, deben ser obtenidos experimentalmente.

Existen varios métodos para determinar los pardmetros cinéticos de una

reaccion. El método integral consiste en la integracién directa de la ecuacion de
velocidad planteada y compararla con los datos experimentales concentracion-
tiempo.
El método diferencial mide directamente la velocidad de reaccién cuando sélo
hay un reactivo mediante la pendiente de la curva concentracién-tiempo y
lo compara con la concentracién de reactivo. 223 Asi, tomando logaritmos la
ecuacion de velocidad queda linealizada:

Inv=Ink+ aln[A] (3.5)

Cuando hay varios reactivos se puede hacer una aproximacién poniendo todos
los reactivos menos uno en franco exceso. De esta forma se puede considerar
que la concentracién de estos compuestos se mantiene constante a lo largo de
la reaccién, permitiendo calcular el orden parcial del que queda en defecto. Esta
técnica se llama método de aislamiento de Ostwald.

Como la velocidad cambia segiin avanza la reaccion, habitualmente se mide
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la pendiente en el tramo inicial, donde ésta es maxima y asi se reduce la in-
certidumbre de la medida. Para determinar con precision los pardmetros de la
reaccion se pueden medir varias reacciones, manteniendo todas las condiciones
constantes excepto la concentracion inicial de un reactivo, y asi representar
una recta de concentraciones iniciales frente a velocidades iniciales. Este es el
método de las velocidades iniciales.

Influencia de la temperatura

La temperatura es uno de los factores més influyentes en la velocidad de una
reaccién quimica. La ecuacién de Arrhenius relaciona la constante de velocidad
de una reaccién con la temperatura T a la que transcurre:

k= Ae Ea/RT (3.6)

En esta ecuacion aparecen dos constantes con significado cinético: el factor
preexponencial, A, funcién de las caracteristicas de los reactivos, y la energia de
activacion, E, (figura 3.1).

Energia
reactivos

Energia

Energia
productos

Coordenada de reaccion

Figura 3.1: Perfil energético de una reaccién quimica. La magnitud de la barrera de
energia se denomina energia de activacion, E, y la diferencia entre las energias de los
reactivos y los productos es la entalpia de la reaccién, AH.
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La teoria del estado de transicién explica la velocidad de las reacciones
quimicas admitiendo que los reactivos, para dar lugar a los productos, tienen que
pasar por una estructura intermedia inestable, denominada estado de transicién
o complejo activo. Como se admite que tanto los reactivos como los productos
se encuentran en equilibrio con el estado de transicién, a través de la energia de
Gibbs para los estados de equilibrio:

AG=-RTInK, (3.7)
se pueden calcular las propiedades termodindmicas del estado de transicién:

k= kB—hTe‘AG*’RT (3.8)

donde kg es la constante de Boltzmann y % es la constante de Plank. Separando la
energia de Gibbs en los dos términos de los que se compone (AG* = AH¥ = AS*T)
se obtiene la ecuacion de Eyring-Wynne-Jones:

. klilTeAs-‘r/Re—AH*/RT (3.9

que relaciona la constante de velocidad de una reaccién y su temperatura, con
la entropia y la entalpia de activacion.

Influencia de la fuerza idnica

La fuerza iénica es una medida de la concentracion de electrolitos en una
disolucién y se define como:

1
I:EZmizf (3.10)

donde m es la concentracion molal y z es la carga del ion i.
De la teoria de Debye-Hiickel se deduce la ecuacién de Bransted-Debye-Hiickel,
que relaciona la constante de velocidad de una reaccién con la fuerza iénica del

medio:

kg TK*
logwk:loglOBTH,OlSzAzB\ﬁ (3.11)
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Mediante esta ecuacion es posible conocer las cargas eléctricas que participan
en una reacciéon quimica. Al representar varias cinéticas medidas en diferentes
condiciones de fuerza i6nica segtin la ecuacién 3.11 se obtiene una recta cuya
pendiente depende de los signos de carga eléctrica z4 y zp . Si tienen el mismo
signo, la pendiente serd positiva, si es diferente, la pendiente serd negativa y si
alguno de los dos no tiene carga, la recta no tendra pendiente.

Efecto isotopico cinético

Moléculas quimicamente idénticas pero con diferentes is6topos en su com-
posicién reaccionan con diferentes velocidades. Por ejemplo, es la diferencia de
las velocidades de electrolisis la que permite separar el D,O del agua, a pesar de
que la abundancia relativa D:H es 1:6.000. Este hecho se conoce como efecto iso-
tépico cinético (KIE, Kinetic Isotope Effect). En una reaccién quimica se produce
efecto isotépico primario cuando se rompe un enlace con implicacién de is6to-
pos diferentes. Cuanto mayor sea la diferencia de masa de los isé6topos, tanto
mads claro es el KIE. Por eso este efecto es muy ttil en el estudio de mecanismos
de ruptura de complejos de Wheland (véase seccion 2.3.1).

Reacciones rdpidas

Las reacciones rapidas son aquellas en las que el tiempo de mezcla de los
reactivos o el tiempo de andlisis son significativos respecto al tiempo de reaccién
y requieren técnicas experimentales especiales.

Algunos métodos estdn basados en reducir el tiempo de mezcla y otros provocan
la reacciéon o modifican un sistema en equilibrio mediante una perturbacion
instantdnea de la temperatura, la presién o por radiacién electromagnética.

En esta tesis se ha empleado una técnica de flujo detenido. En las técnicas
de flujo, los reactivos se colocan en recipientes aislados provistos de émbolos. Al
accionar el sistema, los émbolos empujan las disoluciones hacia una cimara de
mezclado, donde la reaccién comienza, y las desplaza por un tubo en el que se
mide la concentracién a través del espacio (figura 3.2). Conociendo el caudal es
posible determinar el tiempo de reaccion.
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Detectores

Recipientes con los reactivos

Tubo Principal

Figura 3.2: Medida de una reaccién por un método de flujo.

Para evitar el consumo excesivo de reactivos se ha desarrollado el método de
flujo detenido o stopped-flow, en el que aparece un tercer recipiente con émbolo
que actia de receptor de la disolucién mezcla. Segun se va llenando, el émbolo
se desplaza hasta un punto en el que acciona un contacto eléctrico que detiene
el avance de los dos émbolos con los reactivos y pone en marcha el detector
del instrumento para el seguimiento de la reaccién, que habitualmente consta
de un espectrofotémetro como detector y un sistema de termostatado para el
control de la temperatura. De esta forma se pueden seguir reacciones de hasta
1073 segundos de vida media.

3.1.2. Procedimiento experimental

Consideraciones generales

Las técnicas experimentales para el seguimiento cinético de las reacciones
estudiadas en esta tesis se han disefiado en funcién de factores como solubilidad,
coeficiente de extincion molar de los reactivos, asi como de otros factores como
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la reduccidn de errores estadisticos, duracién del experimento y minimizacién
de desechos. Cada uno de los métodos empleados se detalla en el siguiente
capitulo junto al estudio de la nitrosacién de cada compuesto.

Todas las nitrosaciones se han efectuado empleando como reactivo de par-
tida nitrito sé6dico en medio acido. De esta forma el nitrito se transforma in-
mediatamente en diferentes especies (NO,, HNO,, HNOJ, N2O3 ...) segin
los equilibrios que se han mostrado en el informe bibliogréfico (secciones 2.1,
2.2.1y2.2.2). Por ello se hablard generalmente de la suma de todas las especies
reunidas bajo el término genérico nitritoy la abreviatura NIT:

[NIT] = [NO ] + [HNO,] + [HoNOJ | + [N2O3] +- - (3.12)

En las condiciones de acidez en las que se ha trabajado, casi todo el nitrito se
encuentra como NO, y HNO, por lo que la relacion se simplifica:

[NIT] = [NO, | + [HNO2] (3.13)

En todos los experimentos la fuerza iénica se ha controlado afiadiendo al

medio de reaccién una disolucién concentrada de perclorato sédico monohi-
dratado. Se ha empleado esta sal debido a que, como se vio en la seccién 2.2.3
(pagina 64), el perclorato es uno de los pocos aniones que no cataliza las reac-
ciones de nitrosacion.
Por la misma razén, en todos los estudios cinéticos se ha empleado acido per-
clérico para aportar el medio 4cido necesario. El pH en en que se ha trabajado
siempre ha sido inferior a 5, porque por encima de este pH la concentraciéon del
4cido nitroso (pédgina 44) es insignificante.

El medio en que se han preparado las disoluciones y en que se han seguido
las reacciones ha sido siempre agua ultrapura tipo I (resistividad >18 MQ-cm).

Las disoluciones se prepararon por pesada directa de los reactivos salvo los
compuestos liquidos que se han medido con instrumentos volumétricos con la
precisiéon adecuada.

En las reacciones de corta duracién, la temperatura se ha controlado por
medio del portacubetas termostatado del espectrofotémetro que funcionaba
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Figura 3.3: Esquema de un espectrofotémetro de flujo detenido. Donde: a, voltimetro
del fotomultiplicador; b, controlador de los émbolos; c, soporte de los émbolos; d,
émbolos; e, fotomultiplicador; f, jeringas; g, cAmara de mezclado; h, termdémetro; i, fibra
6ptica; j, monocromador; k, lampara de arco; 1, intercambiador de calor; m, &nodo de la
lampara; n, carro del monocromador y o, fuente de la ldmpara.

mediante un sistema Peltier (+ 0,1 °C). En las reacciones cuya duracién es su-
perior a 24 horas se han empleado termostatos de tanque de agua de 10 litros
con unidad de refrigeracién y bomba de presién para recirculaciéon de agua
termostatada. El termostato tiene un margen de error méximo de 0,1 °C.

El pH de cada muestra se calculaba con antelacion y luego se media con
un pH-metro con electrodo de Ag/AgCly sensor de temperatura que tenia una
precision de + 0,01.

Por ultimo, la concentracion de reactivos se ha seguido por espectroscopia
UV-visible con un espectrofotémetro de doble haz y cubetas de cuarzo de 1 cm
de paso 6ptico.

Medida de las reacciones rdpidas

Para el seguimiento de las reacciones rapidas se ha utilizado un espectrofo-
témetro de flujo detenido de tres émbolos como el que muestra el esquema de
la figura 3.3. El equipo tiene una ldmpara de arco cuya luz llega a la cAmara de
mezclado a través de un monocromador y una fibra éptica.
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Para detectar la disminucién de luminiscencia emplea un fotomultiplicador
cuyas lecturas de voltaje son convertidas mediante un ordenador a medidas de
absorbancia en unidades arbitrarias. Para convertir estas unidades arbitrarias
en unidades de absorbancia se ha llevado a cabo un calibrado para la longitud
de onda de seguimiento de la nitrososerotonina (A = 371 nm, pagina 226) em-
pleando seis disoluciones de nitrososerotonina de absorbancia conocida y se
han medido con el equipo de flujo detenido durante dos minutos. Relacionando
la media de esta medida con la absorbancia del compuesto se obtiene la curva
de calibrado del equipo (figura 3.4).

A A/l U.A. A A/l/U.A.
0,444 0,4446 1,115 1,1310
0,624 0,6249 1,269 1,2965
0,940 0,9354 1,450 1,4039
(3.14)
16
2
' R =0,997 9?
<C_ )
E 1,2 - p
m —
2 .
5 08
= e
2
< 04 ©
T T T T T T T T T T T T
0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6
absorbancia

Tabla 3.1 y Figura 3.4: Curva de calibrado del espectrofotémetro de flujo detenido. T =
25°C.

Todas las medidas efectuadas con este equipo se han transformado a unida-
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des de absorbancia empleando la ecuacién 3.14.

Estudio de la evolucién de los espectros con el pH

Para medir los cambios que se producen en el espectro de absorcién de un
compuesto en funcién del pH del medio se prepara una disolucién acida (pH
= 1) del compuesto de mucho volumen (superior a 500 ml), para hacer que la
adicién de pequeiias disoluciones alcalinas puedan despreciarse en el volumen
total y asi no varie la concentracion de sustrato. Se toma una alicuota y se mide
el espectro de absorcion para el medio mads 4cido.

A continuacién se va modificando el pH afiadiendo pequefas cantidades de
disoluciones de hidréxido s6dico (1 M, 0,1 M y 0,01 M) mientras se agita la
mezcla con un agitador magnético y se mide continuamente la acidez con una
instalacién como la que muestra el esquema de la figura 3.5. Cuando se alcanza
el pH adecuado se toma una alicuota y se recoge su espectro de absorcién. Todas
las alicuotas se devuelven de nuevo al vaso para mantener la concentraciéon de
reactivo.

En el caso de que en algin paso se alcance un pH demasiado bdsico se puede
volver hacia atras afiadiendo una disolucién de &cido clorhidrico.

e

= |\ Cn

Figura 3.5: Esquema del montaje para medir la influencia del pH en los espectros.
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Sintesis de los nitrosocompuestos

OH OAc OAc OH
NO NO
Ac,0 HNO, OH~
NH, NHAGC NHAG NH,

Esquema 3.1: Ruta de la sintesis de nitrosotiramina nitrosominoxidilo.

Sintesis de nitrosotiramina La sintesis de nitrosotiramina se ha realizado en
tres pasos para evitar la diazotacion del grupo amino (esquema 3.1). En primer
lugar se protege ese grupo por medio de una acetilacién. Para ello, se han disuel-
to 2 g de tiramina en 3 ml de piridina y 3 ml de anhidrido acético (2,2 equivalen-
tes). También se ha afiadido una pequena cantidad de 4-(dimetilamino)piridina
que actia de catalizador. Esta mezcla se ha mantenido un dia reaccionando
en un balén cerrado, puesto que es una reaccién sensible a la humedad. Des-
pués de este tiempo se ha aislado la tiramina protegida de la siguiente manera:
Primero se ha transferido el medio de reaccion a un embudo de decantacion,
se ha afiadido acetato de etilo y se ha lavado tres veces con una disolucién de
4cido clorhidrico 1 M. De esta forma, la piridina y el acetato producido en la
reaccion se eliminan al retirar la fase acuosa. La fase orgénica se ha lavado con
una disolucién de hidrogenocarbonato sédico al 5% para neutralizar la acidez y
retirar las sales que pudiesen quedar. Por ultimo, la fase organica se ha lavado
con una disolucién saturada de cloruro sédico para retirar el agua que quedaba
en ella y se ha traspasado a un erlenmeyer donde, con sulfato sédico anhidro,
se ha secado completamente. Se ha filtrado la disolucién para eliminar la sal
y se ha evaporado el acetato de etilo en el rotavapor para obtener la tiramina
protegida.

El siguiente paso fue la nitrosacién de la tiramina protegida. En un balén de
vidrio, se disolvié el producto en 20 ml de agua y se afiadié 1 ml de 4cido clor-
hidrico 37 %. A continuacién se ha incorporado, disuelta en menos de 10 ml
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de agua, una cantidad equimolar de nitrito s6dico. La adicién se ha realizado
gota a gota para evitar la descomposicion del nitrito con el 4cido del medio. Se
ha dejado reaccionar durante dos dias y se ha extraido el nitrosocompuesto
producido en un embudo de decantacion con acetato de etilo. La fase orgénica
con el compuesto nitrosado se ha secado con sulfato s6dico anhidro y se ha
filtrado, para aislar el producto evaporando el disolvente en el rotavapor.

Por ultimo se han eliminado los grupos acetato unidos al alcohol y ala amina
de la nitrosotiramina. El nitrosocompuesto se ha disuelto en 10 ml de etanol y
se ha afiadido 1 g de NaOH disuelto en 4 ml de agua. Se ha calentado a reflujo
durante 10 minutos en un bafio de agua y, tras enfriar la mezcla, se ha afiadido
una disolucién de HCI 1 M hasta pH 4cido y se han transferido a un embudo
de decantacién, donde se ha afiadido acetato de etilo para eliminar el aceta-
to liberado. El disolvente de la fase acuosa con el compuesto nitrosado se ha
evaporado y el precipitado obtenido se ha disuelto en etanol, donde el cloruro
sédico formado no es soluble. Se ha separado la disolucién alcohélica preparada
por filtracién y se ha evaporado el disolvente para obtener la nitrosotiramina
deseada. Esta se ha purificado por cristalizacién en etanol.

Sintesis de nitrosodopamina La nitrosodopamina se ha sintetizado siguiendo
los mismos pasos que en la sintesis de la nitrosotiramina, salvo que, en el primer
paso, al tener un alcohol adicional en su estructura, es necesario emplear 3,2
equivalentes de anhidrido acético (3,2 ml).

Sintesis de nitrososerotonina La sintesis de nitrososerotonina se ha realizado
de la misma forma que la nitrosotiramina. Ha sido necesario tener cuidado con
el proceso de separacion de la serotonina protegida debido a que su estructura
se parecia a la de la piridina.

Sintesis de nitrosominoxidilo El nitrosominoxidilo se ha sintetizado por reac-
cién directa entre minoxidilo y 4cido nitroso. Se han disuelto en un balén pe-
quefio 4,9 g de minoxidilo (23 mmol) en 17 ml de tetrahidrofurano y 3 ml de
acido tetrafluorobérico (HBF,, 48 %) y se ha puesto a enfriar en un bafio de hielo
con aguay sal. A continuaci6n se ha anadido lentamente una disolucién acuosa
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de 1,6 g (24 mmol en 7 ml) de nitrito sédico. Tras 24 horas de reaccién se ha
evaporado el tetrahidrofurano y el agua con la ayuda de un rotavapor. La masa
restante se ha disuelto en acetonitrilo donde al poco tiempo precipitan unos
cristales verdosos, que se han filtrado al vacio y se han lavado con acetonitrilo y
éter.

Figura 3.6: Esquema del montaje para sintetizar nitrosominoxidilo.

Difraccion de Rayos X

Para recoger todos los datos sobre la estructura con un difractémetro se
colocé un cristal de compuesto sobre una fibra de vidrio. Se trabajé a 0 °C
utilizando radiaciéon Cu Ky (A = 0,154178 nm) y la técnica de escaneo w. A
continuacién se corrigieron los efectos de polarizacién y de Lorenz. Tanto la
resolucién de la estructura como el refinado y la salida de datos se llevaron a cabo
con SHELXTL. Las estructuras se resolvieron por métodos directos combinados
con sintesis de Fourier diferencial y refinados por procedimientos de minimos
cuadrados de matriz completa, con pardmetros térmicos anisotrépicos en los
ultimos ciclos de refinado para todo los d&tomos que fuesen hidrégeno, que
fueron colocados en posiciones calculadas.
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3.1.3. Metodologiay detalles computacionales

Los célculos de las geometrias y energias de los compuestos del presente
trabajo se han realizado con una estacion de trabajo Mountain equipada con un
procesador Intel Core i7-980X de 3,33 GHz y una memoria RAM de 24,0 GB.

Todas las moléculas se han computado siguiendo el mismo procedimiento:
En primer lugar se preparaba con el programa de software libre Avogadro la
matriz Z con las coordenadas de todos los 4&tomos de la molécula.
A continuacién y con la misma aplicacién, se realizaba una optimizacion previa
de la geometria de la molécula para acortar los tiempos de coHmputo y evitar la
obtencidn de resultados erréneos.
Empleando como punto de partida la matriz Z perfeccionada se calculaba con
el programa Gaussian W03 la configuracién molecular de menor energia, corres-
pondiente a la estructura 6ptima.??* Los calculos se realizaban empleando el
modelo B3LYP de la teoria del funcional de la densidad y la base 6-31+G (d,p).
Esta combinacién de modelo y base se escogié por su exactitud y su poten-
cia, 225226
Por ultimo, antes de registrar la energia de la estructura molecular calculada se
comprobaba que la optimizacién se habia realizado de forma correcta, calculan-
do las frecuencias de vibracion de la molécula y verificando que ninguna fuese
imaginaria.??’

Los célculos se han realizado para moléculas en estado gaseoso, dado que las
conclusiones a las que se llegan con moléculas solvatadas en las sustituciones
electréfilas aromadticas son comparables. 228229
Los resultados obtenidos no se han corregido posteriormente puesto que el
factor de escalado empirico de la combinacién B3LYP 6-31+G (d,p) es esencial-
mente la unidad. ?3°
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3.2. Estudio biolégico

3.2.1. Mutagenia: Test de Ames

El test de Ames es uno de los ensayos biol6gicos mas utilizados para el estu-
dio de la mutagenia de un compuesto quimico. Es una prueba sencilla, barata
y rdpida que tiene un gran valor predictivo en la identificacién de compuestos
cancerigenos en roedores23!. Fue desarrollado en los afios 60 y 70 por el profesor
de la Universidad de Berkeley Bruce Ames,?3? basandose en un test disefiado
por el polaco Waclaw Szybalski que emplea bacterias de Escherichia coli.?>3
Ames habia investigado los mecanismos biolégicos por los que la Salmonella
typhimurium sintetizaba histidina, por lo que desarrollé un método como el de
Szybalski con estas bacterias.?** Con el tiempo tanto Ames?*>23¢ como otros
autores?3” han perfeccionado la técnica probando su efectividad con muiltiples
compuestos carcinégenos. 238239

La base del test de Ames es un cultivo de Salmonella modificado genética-

mente para que no pueda sintetizar el aminodcido histidina a partir de nitrégeno
inorgdnico. Estas bacterias, mientras se encuentran en un medio de cultivo con
dicho compuesto, se desarrollan con normalidad. En el caso de que la histidina
del medio se agote, las bacterias de Salmonella fallecen al depender del aporte
externo (bacterias His auxotréficas). Puede ocurrir que, espontdneamente o por
el efecto de un agente mutdgeno, alguna bacteria del cultivo revierta el error que
la impedia sintetizar histidina a través de una mutacién y cree una nueva colonia
de bacterias que sobrevive incluso cuando se acaba el aminoécido (bacterias
His prototréficas).
El test de Ames consiste en preparar un cultivo de estas bacterias en una placa
con una cantidad muy limitada de histidina y una concentracién determinada
del compuesto sujeto del estudio. Si éste es mutdgeno, provocard mutaciones
en el cadigo genético de las bacterias de forma aleatoria, haciendo que algunas
de ellas reviertan el error que les impedia sintetizar histidina y comenzar una
nueva colonia. El namero de colonias que se forman en un determinado periodo
de tiempo estd relacionado con la efectividad como mutdgeno del compuesto
estudiado y de su concentracién en la placa.
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Cepa  Mutacién His Plasmidos Otras mutaciones

TA90 hisD6610 AuvrB, rfa
TA92 hisG46 pKM101
TA94 hisD3052 pKM101
TA97 hisD6610 pKM101 AuvrB, rfa
TA98 hisD3052 pKM101 AuvrB, rfa
TA100 hisG46 pKM101 AuvrB, rfa
TA102 hisG428 pKM101 rfa
pAQ1
TA110 hisD6610 pKM101
TA1534 hisD3052 AuvrB
TA1535 hisG46 AuvrB, rfa
TA1538 hisD3052 AuvrB, rfa
TA1950 hisG46 AuvrB

Tabla 3.2: Genotipos de las cepas bacterianas empleadas en el test de Ames.

Existen diversas cepas de Salmonella para el test de Ames (tabla 3.2).236
Cada cepa contiene un tipo diferente de mutaciéon en el operén de la histidina
que la hace sensible a un tipo especifico de mutdgenos. Ademads, a cada cepa
se le ha afladido otras mutaciones en otros puntos del c6digo genético para au-
mentar su habilidad para detectar mutdgenos. Las dos mutaciones secundarias
mds comunes son dos: La primera se denomina rfay causa la pérdida parcial
de la barrera de lipopolisacédridos que envuelve la superficie de la bacteria, au-
mentando la permeabilidad de su pared a moléculas de gran tamano que de
otro modo no podrian haber cruzado a través de la pared normal. La segunda
mutacién se denomina AuvrB (A de delecién) y consiste en la delecion del gen
que codifica una proteina del sistema de reparacién por escisién del ADN, lo que
obviamente hace que las mutaciones no se reparen correctamente, aumentando
significativamente la sensibilidad del test. Por motivos técnicos, la supresion
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del gen uvrB se extiende al gen bio y en consecuencia, las bacterias afectadas
también dependen de un aporte externo de biotina para crecer.

Ademads, casi todas las cepas contienen pldsmidos afiadidos, es decir, moléculas
de ADN extracromosémico que modifican el comportamiento de la bacteria.
El pldsmido més comtn es el pKM101, que aumenta la mutagénesis quimica y
espontanea al fomentar el sistema de reparacién del ADN de sintesis por trans-
lesién, que ante un error en la cadena, para evitar la ruptura del cromosoma,
continua copiando el ADN, pese al error. Este plasmido también hace que la
bacteria se haga resistente al antibiético ampicilina, lo que es muy ttil en el tra-
bajo experimental. Otro pldsmido es el pAQ1, que tiene otro gen para sintetizar
histidina con una mutacion, la hisG428. Su adicién aumenta las posibilidades
de que la bacteria pueda volver a sintetizar histidina.

En funcién del tipo de mutacién las cepas son mds sensibles a algunos ti-
pos de mutigenos que a otros. La mutacién hisG46 se encuentra en el gen que
codifica la primera enzima de la biosintesis de histidina. Sustituye en el c6digo
genético la secuencia —CCC- (que corresponde a prolina) por -CTC- (leucina).
De esta forma las cepas que contienen esta mutacién son sensibles a los muté-
genos que causan sustituciones de pares de bases, como los agentes alquilantes.
La mutacién hisD3052 se produce en el gen hisD que codifica la enzima histinol
deshidrogenasa. Es una mutacién por insercién de una base extra en un punto
repetitivo del cédigo de la enzima (-CGCGCGCG-). Por eso los mutagenos que
provocan desplazamiento del marco de lectura hacen que el gen regrese otra
vez al codigo original, revirtiendo la mutacién.

Muy similar es la mutacién hisD6610 que afiade una citosina adicional a una
cadena de seis citosinas -CCCCCC- y que también detecta mutaciones por
desplazamiento del marco de lectura. Estas mutaciones son provocadas por
compuestos que forman aductos con el ADN y mutdgenos intercalantes.

La mutacién hisG428inserta el cod6n de parada —ATT- en mitad del gen, pro-
vocando que la bacteria no termine de sintetizar sus enzimas. De esta forma
se pueden detectar agentes mutdgenos oxidativos e intercalantes, a los que las
otras mutaciones son insensibles.

Un inconveniente de que el test de Ames esté basado en una bacteria es
que al ser un organismo procariota apenas tiene mecanismos para metabolizar
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compuestos quimicos. Como ya se vio que ocurria con las nitrosaminas (pagina
94), muchas sustancias inocuas se tornan peligrosos mutdgenos al ser meta-
bolizados por el organismo. Para poder imitar este proceso, al test de Ames se
le puede afadir un preparado de tejido hepdtico de rata u otro mamifero que
contiene todas las enzimas necesarias para la bioactivacién de los mutégenos
potenciales. El extracto més habitual es el denominado S9, que consiste en un
homogenado obtenido por centrifugacion de tejido hepdtico murido y contiene
todas las enzimas del citosol y los microsomas de sus células, como el citocromo
P450 y diversas transferasas. Para aumentar la concentracion de enzimas, las
ratas son tratadas con bifenilos policlorados dias antes de su sacrificio.

Durante el experimento algunas bacterias mutan espontaneamente y recu-
peran la capacidad de sintetizar histidina, formando un niimero de colonias
caracteristico de cada cepa (reversion). Se considera que el test de Ames ha
dado un resultado positivo cuando el nimero de colonias que se ha formado
durante el experimento es reproducible, depende linealmente de la dosis de
mutédgeno y la respuesta es, al menos, el doble de intensa que la de la reversién
espontanea. Para que un compuesto se considere mutdgeno es necesario que
al menos con una cepa el test sea positivo. Sin embargo, para afirmar que un
compuesto no es mutageno, el test de Ames tiene que ser negativo al menos en
cuatro cepas diferentes. Cuando la dosis del compuesto que se estd probando
es demasiado alta, puede ser toxica para las bacterias de la placa, por lo que la
relacién dosis-nimero de colonias deja de ser lineal y, si se sigue aumentando la
dosis, puede provocar la muerte de todas las bacterias del medio, obteniéndose
la curva dosis-colonias que muestra la figura 3.7.

Procedimiento experimental

Para realizar el test de Ames por incorporacién en placa en primer lugar se
han tenido que preparar los medios del experimento:
Se han inoculado las bacterias de las cepas TA98 y TA100. En un tubo estéril
para cada cepa, se han afiadido 5 ml de un preparado denominado NB (nutrient
broth) que es un medio de cultivo con tampones, iones inorganicos, extractos
de levadura y péptidos, 5 ul de una disolucién del antibiético ampicilina de
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colonias

ne colonias
espontaneas

dosis

Figura 3.7: Curva dosis-colonias. En a no existe respuesta. En b se alcanzan dosis
mutagénicas. A partir de c la dosis es t6xica para las bacterias y en d la toxicidad es
superior a la mutagénesis. En ela dosis es mortal para todas las bacterias.

concentraciéon 50 mg/ml (50 % agua, 50 % etanol) y 20 ul de las reservas de las
bacterias que estaban congeladas en glicerol a -70 °C. Se ha mezclado en un
vortex y se ha incubado a 37 °C bajo agitaciéon durante 16 horas tras los cuales
las bacterias estdn en estado estacionario.

Se preparan las placas VB que son placas petri de poliestireno de 90 mm de
didmetro con 30 ml de agar VB (Vogel-Bonner). El agar VB se prepar6 mezclan-
do 465 ml de agua desionizada con 7,5 g de agar nutritivo, se autoclavé para
esterilizar y se aiadi6 25 ml de glucosa al 40 % y 10 ml de medio VB. Esta mez-
cla se anadi6 a las placas mientras estaba caliente. El medio VB es una mezcla
esterilizada de 5 g de sulfato de magnesio heptahidratado, 50 g de 4cido citrico
monohidratado, 87,5 g de fosfato de disodio y amonio y 250 g de hidrégeno fosfa-
to potdsico en 500 ml de agua. Tras esto se espera que solidifique y se almacena
en frio.

También se prepararon los tubos con agar de superficie histidina-biotina
(Top-agar His/Bio), que se prepararon poniendo 1,5 g de agar nutritivo, 1,25 g de
cloruro sédico en 225 ml de agua desionizada y se autoclava. A continuacién se
afladen 25 ml de una disolucion estéril de histidina y biotina de concentracién
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5-10~* M para cada nutriente. De la mezcla, y antes de que solidificara, se ponen
2 ml en cada tubo, que se cierra y se almacena en frio.

También se prepara la mezcla del extracto S9 al 10 %, que se tiene que realizar
en el mismo dia. Consiste en una mezcla de 3,35 ml de agua, 5 ml de tampén de
Ames (mezcla de hidrogenofosfato s6dico y dihidrogenofosfato sédico 0,2 M, el
pH es 7,4), 50 ul de glucosa-6-fosfato 1 M, 400 ul de NADP* 0,1 M (nicotinamida
adenina dinucleé6tido fosfato), 200 ul de una disolucién de sales MgCl, 0,4 M
y KCI 1,65 M y 1 ml del extracto S9. El extracto S9 es comercial, el resto es
esterilizado en autoclave excepto la glucosa-6-fosfato y el NADP* que para
esterilizarlos basta con filtrarlos a través de un filtro de 220 pm de tamafo de
poro.

El procedimiento consiste en fundir el agar de los tubos de agar de superficie
al bafio Maria a 100 °C y posteriormente almacenarlos en un bafio seco a 45 °C.
Cuando el agar ha alcanzado esa temperatura se toma un tubo y se vierte en él
10 ul del compuesto a probar, 100 ul del preparado con las bacterias cultivadas
durante toda la noche (previa agitaciéon en vortex) y si es el caso, 500 ul de la
mezcla S9. El tubo inmediatamente se homogeniza y se vierte sobre una placa VB.
Cuando solidifica el agar de superficie, se tapa la placa, se invierte y se incuba
durante 48 horas. Pasado el tiempo de incubacién, se cuenta el nimero de
colonias. Si el niimero es grande se puede utilizar un software para contabilizar
las colonias a través de una foto (Labworks Software, versién 4.6, de la compaiiia
UVP Upland, California, EE.UU.). En este caso, la foto se toma por triplicado en
tres posiciones de la placa diferentes.

El test de Ames se realizé tomando varias dosis de compuesto disueltas en di-
metilsulfé6xido (DMSO). También se hizo un control negativo sin compuesto y un
control positivo con un mutdgeno probado (10 ug de 4-nitro-o-fenilendiamina
(NPD) para la cepa TA98, 0,3 ug de N-6xido de 4-nitroquinolina (4NQO) para
la cepa TA100 y 0,2 ugy 2 ug de 2-aminoantraceno (2AA) para las cepas TA98 y
TA100, respectivamente, en presencia del sistema de activacion S9). También
se incluye un control de esterilidad del extracto S9 en ausencia de bacterias.
Todos los experimentos son realizados por duplicado y, tras comprobar que los
duplicados concordaban se realiz6 la media y la desviacién estandar del conteo.
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3.2.2. Mutagenia: Test de aberraciones cromos6émicas

El objetivo del test de aberraciones cromosdmicas es la deteccién de agentes
mutdgenos que pueden causar anomalias en los cromosomas en cultivos de
células de mamiferos. Pese a que es un test muy laborioso, tiene la ventaja de
que es un método que permite conocer el efecto preciso de un mutdgeno en
el cromosoma y es efectivo para predecir el riesgo de cdncer del compuesto
estudiado. 240241

La anomalia en el cromosoma es inducida por un mutidgeno que produzca
la rotura de la cadena de ADN. Esta ruptura puede ser reparada por dos meca-
nismos de la célula: la unién de extremos no homélogos por la ADN ligasa IV,
que busca en los extremos de cada porcién secuencias parecidas y, cuando las
encuentra, realiza la unién en ese lugar y la reparacién recombinante que busca
en otra molécula de ADN una secuencia idéntica o casi idéntica a la porcién que
se ha roto y la utiliza como plantilla para crear una cadena que luego duplica.
Estos mecanismos de reparacion pueden devolver el cromosoma a su estado
original, unir dos extremos de forma incorrecta o no unirlos en absoluto. La
célula que ha sufrido estos dafios puede continuar viviendo, lo que, en ocasiones,
puede tener consecuencias perjudiciales para el organismo.

El test de aberraciones cromos6micas consiste en exponer las células a un
agente mutdgeno durante un tiempo determinado para, a continuacién, dete-
ner la reproduccién de la célula en la metafase y observar en el microscopio el
estado de los cromosomas. Estos pueden estar bien o presentar dos clases de
aberraciones, las aberraciones simétricas, que afectan al cromosoma entero y
que se deben a rupturas antes de la replicacién de la célula, y las aberraciones
asimétricas, que s6lo afectan a una cromdtida del cromosoma y que se producen
durante o después de la replicacién. Generalmente, las radiaciones ionizantes
producen aberraciones simétricas, mientras que los mutdgenos quimicos pro-
ducen aberraciones asimétricas.

La figura 3.8 representa los tipos de aberraciones estructurales que se pue-
den encontrar para un cromosoma. Estas pueden ser huecos, en las que una
pequena ruptura no afecta a la forma del cromosoma (d, e); rupturas, en las que
una parte del cromosoma o la crométida se separa del resto, aunque se man-
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Figura 3.8: Aberraciones cromos6micas posibles. a. Cromosoma intacto, b. Fragmento
acéntrico, c. Cromosoma dicéntrico, d. Hueco en la cromdtida, e. Hueco en el cromoso-

ma, f. Ruptura en la cromadtida, g. Ruptura en el cromosoma, h. Cromosoma trirradial, i.
Cromosoma tetrarradial, j. Cromosoma anular.

tiene unida por las proteinas que estabilizan el cromosoma (f, g); cromosomas
acéntricos, cuando se ha perdido una parte del cromosoma con el centrémero
(b); y los frutos de uniones de cromosomas rotos como son los cromosomas
dicéntricos, cuando el sistema de reparacién une dos cromosomas rotos con
sus centrémeros por los extremos rotos (c); los cromosomas trirradiales, unién
de dos cromosomas con ruptura en la crométida (h); cromosomas tetrarradiales,
union de dos cromosomas con huecos en una de sus cromatidas (i) o el cromo-
soma anular, cuando se unen los dos extremos rotos de un mismo cromosoma

().
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Para cada compuesto y concentracién se prepara una ldmina con un nu-
mero determinado de células.?*??*3 Los criterios para considerar un test como
positivo son que el nimero de células con aberraciones cromosémicas aumente
con la concentracién de mutdgeno y que este aumento sea reproducible.

Procedimiento experimental

Aunque para este test se puede utilizar cualquier célula de mamifero, hemos
utilizado células V-79 debido a su excelente capacidad para fijarse y su corto
periodo de reproduccion (12 - 14 horas). La linea de células V-79 fue desarrollada
por Denys Ford y George Yerganian en 1958 a partir de tejido pulmonar de
héamster chino joven y macho (Cricetulus griseus).?** Se designé originalmente
como cepa V, pero Mortimer Elkind la renombré como cepa V-79 en 1959.%4°

Se ha tomado un tubo eppendorf con 3 ml de reservas de células V-79 que
estaba congelado a -70 °C en un medio con DMSO como crioprotector y tras
descongelarlo en un bano a 37 °C se ha afiadido a un tubo con 8 ml de medio
V-79. El medio V-79 es una mezcla de 8 ml de suero fetal bovino y 72 ml de medio
de Ham con mezcla de nutrientes f-10 con un 1% de antibi6tico estreptomicina.
El medio de Ham f-10 es una mezcla de 10 sales inorgénicas, 19 aminoécidos,
10 vitaminas, buffers, rojo de fenol y otros compuestos esenciales para las cé-
lulas como glucosa y nucleésidos. Para eliminar la mayor parte de DMSO se
ha centrifugado el tubo durante 5 minutos a 1.500 revoluciones por minuto,
de tal forma que las células precipitan al fondo del tubo. A continuacién se
elimina todo el sobrenadante excepto una pequefia cantidad en la que se ponen
las células en suspensién con la pipeta. Estas células se afiaden a un frasco de
cultivo de 75 cm? de superficie con 10 ml de medio V-79 y se afiade filtrado aire
enriquecido en CO, (Composiciéon: CO2 5%, O2 21 %, N2 74 %) para formar un
buffer con la disolucidn y evitar que se vuelva alcalina.

Cuando las células se fijan al frasco tras 24 horas en incubacién a 37 °C se
sustituye el medio de cultivo retirando el antiguo y afiadiendo 10 ml de medio
de Ham f-10 calentado a 37 °C y afadiendo de nuevo gas enriquecido en CO,.
Estas células contintian reproduciéndose hasta que llenan toda la superficie del
frasco, lo que se denomina confluencia del cultivo. Para que pueda continuar la
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reproduccién es necesario proporcionar mas espacio a las células. Mediante un
proceso denominado tripsinizacién, las células se despegan de la superficie del
frasco, y, si se desea aumentar el niimero de células, se trasladan a un frasco mas
grande o a un mayor namero de frascos. Si, por el contrario, se desea mantener
linea reproduciéndose en una superficie igual a la usada hasta entonces, se
descartan parte de las células.

La tripsinizaci6n se realiza con ayuda de una enzima peptidasa denominada
tripsina, que rompe mediante hidrdlisis las proteinas con las que las células se
unen al frasco. La tripsina es inhibida por el suero fetal bovino, por lo que antes
de anadirla se retira el medio V-79 y se afiaden 4 ml de verseno. El verseno es
una disolucién de 4cido etilendiaminotetraacético (EDTA) de concentracién
200 mg/L que, debido a sus propiedades quelantes, se utiliza para favorecer el
proceso en el que las células se ponen en suspensioén. Antes de comenzar es
necesario alcalinizar el verseno con unas gotas de disolucién concentrada de
hidrogenocarbonato s6dico para que funcione correctamente. Se puede utilizar
el verseno para lavar el frasco y eliminar los ultimos restos de medio V-79. A
continuacién se afiade 1 ml de disolucién de tripsina a 5 ml de verseno todo ello
a 37 °Cy se anaden al frasco. Se controla en el microscopio el momento en el
que todas las células pierden su adherencia al frasco y entonces se afiaden 10 ml
de medio V-79 para evitar que la tripsina contintie atacando las células. Con la
pipeta, se ponen las células en suspension y se transfieren 10 ml de disolucién a
un tubo que se centrifuga durante 5 minutos a 1.500 revoluciones por minuto.
Se elimina el sobrenadante y se deja aproximadamente 1 ml de disolucién,
donde se ponen en suspension las células que han quedado en el fondo del tubo.
Después se aflade una gota de la suspension en un nuevo frasco con 10 ml de
medio V-79y se regula su pH llenando el frasco con aire enriquecido en CO,.

Para preparar el test de aberraciones cromosémicas se prepara un cultivo
de células V-79 en un frasco grande de 175 cm? de superficie. Cuando el frasco
estd lleno de células se tripsiniza su contenido y las células en suspension se
dividen en 16 frascos de 25 cm? con 5 ml de medio. Se incuba durante 24 horas
y, a continuacioén, se afiade a cada frasco 50 ul del compuesto a probar. También
se prepara un control negativo sin compuesto y un control positivo con 7,5 ul de
MMC (mitomicina C) de concentracién 1 mg/ml. Se incuban los frascos durante



Parte experimental | 141

otras 18 horas y se anade 10 ul de colchicina de concentracién 300 pg/ml, que
detiene la division celular en la metafase. Tres horas mads tarde, se tripsiniza el
contenido de cada frasco y se transfiere a un tubo, que se centrifuga a 1.500 r.p.m.
durante 5 minutos. Se elimina el liquido sobrenadante y se afladen 8 ml de una
disolucién acuosa de KCI1 0,56 % para que, con la presiéon osmoética, las células se
hinchen, aunque sin llegar a romperse y se calientan en un bafio a 37 °C durante
2 minutos. Posteriormente, se centrifuga de nuevo, se retira el sobrenadante y se
afiaden 5 ml de una mezcla de 1 parte de dcido acético glaciar y 3 partes de etanol
98 % que estaba a -20 °C para favorecer la fijacion de las células. Inmediatamente
se centrifuga y, aprovechando que las células quedan fijadas en el fondo del tubo,
se retira el liquido. Después, se vuelven a afiadir a cada tubo 0,5 ml de la mezcla
4cido acético/etanol, donde se ponen en suspension las células agitando con
un vortex y, mediante una pipeta, se distribuye la solucién con las células sobre
una ldmina de vidrio para microscopia. Al dia siguiente, cuando se ha secado
el disolvente, se tifien las células con violeta de metilo y se cubren con ldminas
cubreobjetos. Por tltimo, con la ayuda de un microscopio, se estudian 50 células
que se encuentran en la metafase y se contabiliza el nimero de aberraciones
cromosOmicas que presentan segtn el tipo de aberracién. Cada concentracion
de compuesto se estudia por triplicado mediante la preparacién de tres laminas
de vidrio diferentes.

3.2.3. Citotoxicidad: Test del MTT

El test del MTT es un ensayo colorimétrico cuantitativo para el estudio
de la proliferacién y supervivencia de células eucariotas. Estd basado en su
capacidad para detectar la proporcioén de células que estan vivas en el medio.
Fue desarrollado por el cientifico britdnico Tim Mosmann en 1983 para evitar
los complicados métodos que existian hasta la fecha, que requerian de isétopos
radiactivos y de complicados procesos experimentales. 24

El fundamento del ensayo es que sélo las células metabélicamente activas
son capaces de reducir a formazano el grupo tretrazolio del compuesto quimico
MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio). La reduccién
provoca que la molécula cambie de color de amarillo a violeta (esquema 3.2),
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Esquema 3.2: Reducciéon metabdlica de MTT.

por lo que la cantidad de producto, proporcional al nimero de células vivas, se
puede cuantificar facilmente con un espectrofotémetro. La mayor parte de la
reduccion es llevada a cabo por las enzimas deshidrogenasa de la superficie de
las mitocondrias de la célula, aunque también pueden participar otras enzimas
reductoras del citosol u otros organulos. 24’

Este ensayo se puede emplear para conocer la citotoxicidad de un determi-
nado compuesto quimico, aplicando diferentes concentraciones a un nimero
determinado de células y midiendo la cantidad de ellas que sobreviven a cada
concentracion. Es un método muy utilizado en la investigacién de medicamen-
tos contra el cdncer, ya que permite cuantificar la efectividad del medicamento
sobre las células cancerosas y también estudiar la toxicidad sobre las células
normales. También es posible medir con este test la actividad biol6gica de un
conjunto de células, puesto que reducirdn mas MTT cuanto mds activas se
encuentren.

Con el tiempo han aparecido mejoras del método y compuestos alternativos
al MTT, maés solubles en agua o con un coeficiente de extincién molar mayor. 243

Procedimiento experimental

En este experimento también se han utilizado células V-79 por las mismas
ventajas que presentaban para el test de aberraciones cromosémicas.

En cada pocillo de una placa de 96 pruebas se colocan 200 pl de medio V-79
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y 2-10* células V-79, excepto una columna de 8 pocillos que se deja sin células
para actuar de control positivo. Las células, procedentes de la tripsinizacion de
un cultivo previo, se contabilizan mediante una cdmara de Neubauer, que indica
el nimero de células por volumen de suspension. A continuacion, se incuba la
placa durante 24 horas a 37 °C en una atmosfera con 5% de CO». Después de
este tiempo se afiaden las diferentes concentraciones de compuestos a estudiar
de tal forma que haya al menos cuatro pocillos por compuesto y concentracion.
También se deja una columna con 8 pocillos sin afiadir ninglin compuesto co-
mo control negativo. Se afiade el gas enriquecido en CO» y se vuelve a incubar
durante 24 horas, tras las cuales se comprueba que no ha habido contaminacién
y se vacian los pozos para rellenarlos de nuevo con 200 ul de medio V-79 y 0,010
g de MTT por pozo. Se incuba la placa durante tres horas a 37 °Cy se retira la
mezcla con MTT, quedando un poso cristalino de color violeta que es el MTT
que las células han reducido.

Para medir la cantidad de MTT reducido, se lava cada pozo con 100 ul de PBS
(solucién tampoén fosfato 0,1 M) y se anaden 200 ul de DMSO que actiia como
disolvente del colorante. Se homogeneiza la disolucién y con un espectrofot6-
metro se mide la absorbancia de cada pozo a 595 nm.
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3.3. Equipos y reactivos utilizados

3.3.1. Estudio quimico

Equipos empleados

Purificador de agua Wasserlab Ultramatic
Medidor de pH Hanna Instruments pH-211
Espectrofotémetro UV-visible =~ Shimadzu UV-2401-PC
Portacubetas Shimadzu CSP-240-A
Cubetas de cuarzo Hellma 110QS
Termostato Lauda Ecoline Re 120
Stopped-flow Biologic SFM 300
Espectrémetro de masas Waters ZQ4000
Espectrometro de RMN Bruker Avance 400 MHz
Espectrometro GCMS Shimadzu QP5000
Béascula Precisa XT120A
Difractémetro RX Seifert XRD 3003 SC

Reactivos para cinéticas

Nitrito sédico, ultrapuro Panreac
Perclorato sédico, para andlisis Merck

Acido perclérico 60% Panreac
Oxido de deuterio 99% Aldrich
Acido clorhidrico 37 % Panreac
Hidrogenoftalato potdsico Merck

Cloruro sédico Panreac
Eter etilico Panreac

Tabla 3.3: Origen de los equipos y reactivos quimicos empleados (Parte I).
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Sustratos de investigacién

Etilbenceno Fluka
Fenetilamina Fluka
Tiramina SAFC
Hidrocloruro de dopamina Sigma
Hidrocloruro de serotonina Alfa Aesar
Minoxidilo Fragon Ibérica

Reactivos para sintesis

Acido tetrafluorobérico 48 % Sigma-Aldrich
Metanol Panreac
Etanol Panreac
Tetrahidrofurano Panreac
Piridina Alfa Aesar
4-(dimetilamino)piridina Alfa Aesar
Anhidrido acético Alfa Aesar
Acetato de etilo Panreac
Acetonitrilo Panreac
Hidrogenocarbonato sédico Panreac

Sales para el método analitico

Cloruro de aluminio hexahidratado = Panreac
Cloruro de niquel hexahidratado Panreac
Cloruro de calcio Merck
Sulfato de cobre (II) pentahidratado  Panreac
Sulfato de hierro (II) heptahidratado Panreac
Sulfato de hierro (III) hexahidratado Merck
Sulfato de zinc heptahidratado Panreac
Sulfato de cromo (III) Merck

Tabla 3.4: Origen de los reactivos quimicos empleados (Parte II).
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3.3.2. Estudio biolégico

Equipos empleados

Espectrofotometro Biochrom Anthos Zenyth 3100
Béascula Sartorius TE64

Céamara de Neubauer Optic Labor 0,100 mm
Microscopio Leitz Dialux 70
Centrifugadora Tehtnica Centric 322A

Células y bacterias

Salmonella typhimurium Suministradas por el Prof. B. N. Ames
Universidad de Berkeley, EE.UU.

Células V79 Suministradas por el Prof. H. R. Glatt
Instituto aleméan de nutricion humana
Reactivos

Agar nutritivo BD Bacto-Agar

Aroclor 1254 induced S9 Molecular Toxicology, Inc.

Nutrient broth (NB) Oxoid

4NQO Sigma

2-aminoantraceno Sigma

NPD Sigma

NADP* Sigma

Glucosa-6-fosfato Sigma

Medio de Ham f-10 Sigma

Colchicina Sigma

MTT 97,5% Sigma

Suero fetal bovino Sigma

Gas 5% CO» Air liquide

Tabla 3.5: Origen del material empleado en el estudio biolégico.



Capitulo 4

Resultados experimentales

4.1. Nitrosacion del etilbenceno

4.1.1. Solubilidad y estudio espectrofotométrico

Aunque la solubilidad del etilbenceno en agua es baja (pagina 99), la con-

centraciéon maxima que se puede alcanzar a 20 °C, 1,4-1073 M, es suficiente para
realizar el estudio cinético de su reaccién de nitrosacion.
En la practica, empleando ultrasonidos para disolver el etilbenceno, se han
conseguido mezclar 0,016 ml del compuesto en 100 ml de agua a 20 °C, lo que
equivale a una concentracién de 1,3-10~3 M. El etilbenceno es un compuesto
volatil y menos denso que el agua, por lo que se tuvo precaucion de que no se
evaporase al tratar de disolverlo a temperaturas superiores.

Se ha obtenido el espectro de absorcién UV-visible de la disolucién anterior
entre 190 y 700 nm (figura 4.1). El etilbenceno en disolucién acuosa s6lo muestra
dos bandas de absorcién en la zona ultravioleta del espectro. Una muy intensa
entre 190 y 225 nm, que corresponde a una transicién permitida 7 — 7%,y
otra débil entre 230 y 275 nm, caracteristica de los compuestos bencénicos
alquilmonosustituidos, que se debe a una transicién 7 — 7* prohibida (figura
4.2).%49
Ninguna de estas dos bandas resulta de interés para el seguimiento de la reaccién

147
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Figura 4.1: Espectro de absorcién UV-visible del etilbenceno. [ETH] = 1,3-1073 M,
pH=7,0, T =20,0°C.

de nitrosacion.

4.1.2. Reaccién entre etilbenceno y nitrito

Debido a la escasa activacién del anillo aromético del etilbenceno, se ha
estudiado su posible reacciéon con el dcido nitroso en las condiciones experi-
mentales mds favorables para la nitrosacion. Esto es: concentracién en amplio
exceso de nitrito (20 veces superior) y pH = 3,0. 132250
Desde el punto de vista espectroscépico, incluso en las condiciones descritas,
no se puede afirmar que haya reaccién quimica entre el dcido nitroso y el etil-
benceno. La figura 4.3 muestra la evolucién temporal del espectro de absorcién
de una mezcla de ambos reactivos. No aparece ninguna nueva banda de absor-
cién y tan s6lo se observa la descomposicion normal del 4cido nitroso (banda
300-400 nm).

La ausencia de reaccién para un tiempo significativo se ha confirmado
mediante cromatografia de gases - espectrometria de masas. Una mezcla de
reaccion como la de la figura 4.3 se ha mantenido a temperatura constante de
T = 30,0 °C durante 48 horas. A continuacion se ha realizado una extraccién
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Figura 4.2: Banda de absorcién ultravioleta del etilbenceno. [ETH] = 1,3- 1073 M, pH=7,0,
T =20,0"°C.
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Figura 4.3: Variacion del espectro de absorciéon de la mezcla etilbenceno - dcido nitroso
con el tiempo. Espectros tomados cada 6 horas desde ¢ = 0 (naranja) hasta ¢ = 54 horas
(verde). [ETH], = 1,04-1073 M, [NIT], = 2,09-1072 M, pH = 3,07, T = 25,0 °C.
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Figura 4.4: Cromatograma de gases y espectro de masas por impacto electrénico positi-
vo del etilbenceno realizados bajo las condiciones de la tabla 4.1.
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Figura 4.5: Cromatograma de gases y espectro de masas por impacto electrénico posi-
tivo de la mezcla de etilbenceno y acido nitroso realizados bajo las condiciones de la

tabla 4.1.
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liquido-liquido de 20 ml de disolucién mezcla con 10 ml de éter etilico. La fase
orgénica se ha cromatografiado y ha aparecido un pico a un tiempo de retencién
de 2 minutos. El cromatograma y el espectro de masas de esta experiencia se
muestra en la figura 4.5. Estas graficas se han comparado con el resultado de
analizar en las mismas condiciones una disolucién de etilbenceno 1,04-1073 M
(figura 4.4). Ambas presentan sélo un pico en el mismo tiempo de retenciény
espectros de masas idénticos, lo que confirma la ausencia de reaccion entre el
4cido nitroso y el etilbenceno en un periodo de 48 horas, a pesar de las condicio-
nes de temperatura, acidez y exceso de nitrito favorables a la nitrosacion.

Las caracteristicas experimentales de los cromatogramas - espectros de
masas de las figuras 4.4 y 4.5 se encuentran recogidas en la tabla 4.1.

Propiedad Valor
T inyector 270°C
T interfase 270°C
T horno inicial 50 °C (durante 5 min.)

Gradiente temperatura 7 °C/min

T horno final 270 °C (durante 22 min.)
Gas portador Helio

Caudal 1,2 ml/min

Relacion Split 8/1

Espectrometro de masas Cuadrupolo

Rango de masas 50-400

Tabla 4.1: Condiciones experimentales de los cromatogramas - espectros de masas.
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4.2. Nitrosacion de la fenetilamina

4.2.1. Solubilidad y estudio espectrofotométrico

La solubilidad de la fenetilamina (PHE) en agua es relativamente buena
(pagina 101). En medios 4cidos y neutros la amina se encuentra protonada confi-
riendo a la fenetilamina cardcter idnico. Sin embargo, a 20 °C y concentraciones
superiores a 1 ml/100 g de agua (8-1072 M), la fenetilamina tiende a formar mice-
las en el seno del medio. Estos agregados son féciles de romper por tratamiento
con ultrasonidos.

El espectro de absorcién UV-visible de la fenetilamina se muestra en la
siguiente figura:

3,2
2,8 |
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2,0 |
1,6
1,2
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200 300 400
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T [ T

I
500 600 700
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Figura 4.6: Espectro de absorcién UV-visible de la fenetilamina. [PHE] = 41073 M,
pH=10,6, T =20,0 °C.

Las bandas de absorcién de la fenetilamina son mds intensas que las del
etilbenceno. La primera se encuentra entre 190 y 235 nm y la segunda entre
235y 275 nm. Se ha estudiado el coeficiente de absorcién molar de esta tltima
banda midiendo los espectros de absorcién de la fenetilamina para diferentes
concentraciones de la misma (figura 4.7). De acuerdo con la ley de Lambert-Beer,
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Figura 4.7: Espectros de absorcién de seis disoluciones de fenetilamina con distintas
concentraciones. [PHE] = 1,59-1073 - 9,53-10~3 M, pH = 10,6, T = 20,0 °C.

la absorbancia A es directamente proporcional al a concentracién ¢ (ecuaciéon
4.1, donde [ es el paso 6ptico de la cubeta de muestra y € el coeficiente de
absorcién molar).

A=¢lc 4.1)

La figura 4.8 muestra los valores de absorbancia del maximo de la banda
(258 nm) para cada concentracion de fenetilamina y el ajuste de estos datos
a la ecuaciéon de Lambert-Beer. Como se ha utilizado una cubeta de 1 cm de
paso 6ptico, el coeficiente de absorcién molar para la fenetilamina en estas
condiciones, a 258 nm, es:

E€PHE, 258 nm = 206+ 1M~ cm™!

La figura 4.9 muestra la variacién del espectro de absorcién de la fenetilami-
na con el pH, dibujado segtin se ha descrito en la seccién 3.1.2.3. Como el grupo
—-NHj se encuentra separado del anillo aromético por dos carbonos alifaticos, el
espectro apenas se modifica. Llama la atencién el pico en 268 nm que, de ser el
mas definido en medio bdsico, casi desaparece en medio acido.
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[PHE] /M Aysg [PHE] /M Agsg
1,59-107% 0,326 6,35-107% 1,311
3,18:1073 0,655 7,94-1073 1,647
4,76-107% 0,982 9,53-1073 1,956

4.2)

204 R*=0,999 °
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1,6 4
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0,0 ; N ; ; ; ;
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T T T
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[PHE] / M

T
0,004

Tabla 4.2 y Figura 4.8: Cumplimiento de la ley de Lambert-Beer por la fenetilamina. A =
258 nm, pH = 10,6, T = 20,0 °C.

4.2.2. Reaccién entre fenetilamina y nitrito

Conocido el comportamiento espectroscépico de la fenetilamina, se han
estudiado los cambios que se producen al hacerla reaccionar con nitrito sédico
en medio acuoso y acido (figura 4.10).

La banda de absorcién del sistema nitrito/acido nitroso (310 - 400 nm)
desciende con el tiempo, mientras que sobre los picos de la fenetilamina, que
apenas cambian de forma aparece una nueva banda de absorcion. El descenso
de la absorbancia del nitrito no se puede explicar exclusivamente por la descom-
posicién del dcido nitroso (seccién 4.2.6), lo que muestra que el nitrito reacciona
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Figura 4.9: Variacion del espectro de absorcién UV-visible de la fenetilamina con el pH.
[PHE] =8-1073 M, T = 20,0 °C.

con el sustrato.

Como el pico de la fenetilamina no cambia de forma sensiblemente y en las
longitudes de onda inferiores a 250 nm absorben muchas disoluciones regula-
doras y los productos de descomposicion del 4cido nitroso, se sigui6 la reaccién
a través de la banda de absorcién del nitrito/4cido nitroso.

4.2.3. Efecto dela presion en la velocidad

Tanto en las reacciones de N-nitrosaciéon (seccion 2.3.3), como en la descom-
posicién del dcido nitroso (seccién 2.1), alguno de los productos es gaseoso. Por
ello, la presién es un factor més a tener en cuenta en este tipo de reacciones. La
reaccion de la figura 4.10 se estudi6 a presién constante, sin tapar ni el matraz
de reaccion ni la cubeta de muestra durante el ensayo. Se ha repetido el mismo
experimento cerrando los recipientes de reaccién de tal forma que la presion
aumenta con el tiempo segiin se acumulan los gases en el espacio libre del
recipiente. El resultado se muestra en la figura 4.11.

La comparacion de esta figura con la del experimento a presion constante de-
muestra que la presién inhibe tanto la reaccién de nitrosacién de la fenetilamina
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Figura 4.10: Variacién con el tiempo del espectro de absorcién de la fenetilamina
durante su nitrosacién. Espectros tomados cada 10 horas desde el naranja al verde.
[PHE], = 4,21-1073 M, [NIT], =5,31-10~3, pH = 3,01, T = 25,0 °C.
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Figura 4.11: Influencia de la presién en la velocidad de reaccién. Espectros tomados ca-
da 10 horas desde el naranja al verde. [PHE], = 4,21-1073 M, [NIT], =5,31-103, pH = 3,01,
T =25,0 °C.
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como la descomposicién del dcido nitroso. Por ello, como no se puede controlar
de forma exacta la presion de los gases desprendidos, se decidi6 realizar todos
los experimentos de este trabajo a presién constante.

4.2.4. Estudio espectrofotométrico del nitrito

El inconveniente de seguir una reaccién a través de la disminucién en la
absorbancia del sistema nitrito - dcido nitroso es que sus bandas de absorcién
varian mucho con la acidez. La figura 4.12 muestra cémo cambian los espectros
de absorcién de una disolucién de nitrito s6dico en funcién del pH.
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Figura 4.12: Variacion del espectro de absorcién UV-visible del nitrito con el pH. El
color de los espectros varfa segtin el pH desde el més bésico (naranja) al mas 4cido
(verde). [NIT] =3,94-1072 M, T = 25,0 °C.

Se observan dos bandas caracteristicas del grupo —-NO. La primera centrada
en A = 355 nm corresponde a una transicién n— z*, la segunda, mucho maés
intensa, corresponde a una transiciéon 7 — 7* centrada en en A =~ 220 nm. El
sistema tiene tres puntos isosbésticos en 249, 265 y 323 nm.

Para seguir la reaccién de nitrosacion se ha elegido el maximo de absorcién
de la banda en la zona visible del dcido nitroso (A = 371 nm) en lugar de los
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puntos isosbésticos, para evitar interferencias con la fenetilamina y por su mayor
absorbancia. Para calcular el coeficiente de absorcién molar en esta longitud de
onda hay que tener en cuenta que la absorbancia total A7 se debe a la suma de
la absorbancia de las dos especies mezcladas, el &cido nitroso y el nitrito:

At = AnNo, + ANo; (4.3)
De modo que la ley de Lambert-Beer (ecuacién 4.1, pagina 154) se escribir asi:
AT = €HNO, [[HNO>] + ENO; l[NOZ_] (4.4)

La proporcién de nitrito y 4cido nitroso en funcién del pH se conoce a través
de la constante del equilibrio 4cido-base entre las dos especies:

[HT][NO;]
Ky=——7—"7-—+ 4.7)
[HNO,]
Combinando las ecuaciones 4.4 y 4.7 se obtiene:
[H][INO; ] -
Ar = EHN02IT +£N051[N02] (4.8)
a

Simplificando la ecuacién anterior obtenemos la expresion:
eNo; Ka + enno, [H']
T =
[H* 1+ K,
donde [NIT] es la suma de las concentraciones de las dos especies. Asi, para

el pico responsable de estas dos especies podemos definir un coeficiente de
extincién molar global, enyr:

I[NIT] 4.9)

eNo; Ka + enno, (H]
H*]+ K,

ENIT = (4.10)
Los coeficientes de extincién molar del 4cido nitroso (figura 4.13) y del nitrito
(figura 4.14) se han determinado experimentalmente. Para ello se han preparado
distintas concentraciones de estas especies a pH = 1,5, donde la proporcién
4cido nitroso/nitrito es de 35:1 y a pH = 6, donde la proporcién de nitrito/acido
nitroso es de 850:1, obteniéndose el valor de enjr:
(16,37+0,06) M~ cm™ 'K, + (52,3 +0,5) M~! cm~![H]

£ = 4.11
NIT 01+ K, (4.11)
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[HNOz] /M Anno, [HNOz] /M Anno,

3,77-1073 0,227 2,261-107%2 1,197
7,54-1073 0,446 2,638-1072 1,401
1,130-1072 0,610 3,015-1072 1,626
1,507-1072 0,840 3,768:1072 2,014

1,884-1072 1,018

(4.5)

20+ R*=0,999 2

[}
1
[\]
(\}

[\]

0,8

absorbancia
)

9
)

04
c

0,0 T T T T T T T T T T T T T T T T
0,000 0,005 0,010 0,015 0,020 0,025 0,030 0,035 0,040
[HNO,] / M

Tabla 4.3 y Figura 4.13: Cumplimiento de la ley de Lambert-Beer por el 4cido nitroso.
A =371 nm, pH=1,49, T = 25,0 °C.



Resultados experimentales | 161

[NO;1/M  Ano; [NO;1/M  Ano;
9,39-1073 0,164 5,633-1072 0,923
1,878-107%2 0,309 6,572-107% 1,084
2,817-1072 0,464 7,511-1072 1,241
3,756-1072 0,624 9,388:107% 1,540
4,694-1072 0,775

(4.6)
2
164 R"=0,999 °
® 12 o
& e
= %
..E 0,8 s
2 e
S 04- @
S
c
0,0 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10

[NO;] / M

Tabla 4.4 y Figura 4.14: Cumplimiento de la ley de Lambert-Beer por el nitrito. 1 = 371
nm, pH =6,05, T = 25,0 °C.
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4.2.5. Ordenes parciales de reaccién

El método cinético para la determinacién de los 6rdenes parciales de reac-
cion se eligié cuidadosamente en funcién de varios factores. En primer lugar
se eligi6 el método de velocidades iniciales para soslayar en la medida de lo
posible la descomposicién del 4cido nitroso. Por la misma razén se han llevado
a cabo lo experimentos a pH = 3,8. Ademds, esta acidez tiene la ventaja de que la
absorbancia del sistema dcido nitroso - nitrito es suficiente para que las medidas
tengan poca incertidumbre. Uno de los reactivos tiene que estar en exceso para
calcular el orden parcial del otro compuesto. El nitrito no puede ser el reactivo
en exceso porque su absorbancia no debe ser superior a 2, que es hasta donde el
espectrofotémetro empleado puede medir sin error significativo. Por lo que tie-
ne que ser la fenetilamina la que esté en exceso, aunque debido a su solubilidad
y, para mantener las condiciones adecuadas para el método de aislamiento, la
concentraciéon de nitrito debe ser baja, lo que ha provocado que la absorbancia
sea pequefa y la reaccion lenta. Por ello, para reducir la incertidumbre, se han
repetido los experimentos por triplicado.

De esta forma, la ecuacién de velocidad depende exclusivamente del nitrito
y de la pseudoconstante de velocidad g:

v = kops[PHE]” [NIT]" 4.12)
g = kobs[PHE]™ (4.13)
v = g[NIT]” (4.14)

La figura 4.15 muestra c6mo, variando la concentracién de nitrito inicial y mi-
diendo la velocidad, se obtiene el orden parcial n segtin la ecuacion linealizada:

Inv, =Ing+ nIn[NIT], (4.15)

De la pendiente de la recta obtenida se obtiene un orden dos respecto a la
concentracion de nitrito.

Repitiendo los experimentos mientras se varia la concentracién de feneti-
lamina en exceso (figura 4.16) se determina el orden del reactivo a partir de la
pseudoconstante g:

In g =1In kops + mIn[PHE] (4.18)
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INIT]o /M v,/ Ms™! [NIT], /M v,/ Ms™!
3,442:1072 1,747-107 3,029-1072  1,375-107°
3,304-1072  1,592:107 2,891-1072  1,214-107
3,167-1072 1,536:107°

(4.16)
-13,20
R*=0,971 °
-13,35 — ( ]
[ ]

~° -13,50 — [
5

-13,65 — i

-13,80 ' T ' T ' T ' T ' T '

-3,60 -3,55 -3,50 -3,45 -3,40 -3,35 -3,30
In [NIT]J,

Tabla 4.5 y Figura 4.15: Influencia de la concentracion de nitrito en la velocidad inicial
de nitrosacion. [PHE] = 0,168 M, pH = 3,81, T = 20,0 °C.
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[PHE] /M g /M s} [PHE] /M g /M 1s7!

0,180 1,653:1073 0,156 1,466-1073
0,168 1,564-1073 0,147 1,362-1073
0,163 1,477-1073 0,138 1,258-1073
(4.17)
-6,30
R*=0,968
®
-6,45 | °
Y [
Ny
£ -6,60 | e
[ ]
-6,75 —
T T T T T
-2,0 1,9 -1,8 1,7
In [PHE]

Tabla 4.6 y Figura 4.16: Influencia de la concentracion de fenetilamina en el parametro
q. INIT], = 3,44-1072 - 2,891-1072 M, pH = 3,81, T = 20,0 °C.
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El orden parcial respecto a la concentracién del sustrato fenetilamina es uno.

4.2.6. Velocidad de descomposicion del nitrito

Una consecuencia de seguir la reaccién de nitrosacién a través de la des-
aparicién de la banda de absorcion del nitrito es que la velocidad experimental
medida es en realidad la suma de la velocidad de desaparicién del nitrito por la
nitrosacion, vy, y la velocidad de descomposicién del nitrito, v,.

Vexp = Un+ Vg (4.19)

Como se vio en la seccion 2.1, la velocidad de la reaccién de descomposicién del
4cido nitroso es proporcional a la cuarta potencia de la concentracién de esta
especie.

Se hizo un experimento en el que se determiné v, en diferentes condiciones
de acidez (figura 4.17). Para ello se emple6 la misma concentracién de nitrito

3,0

6 -1
v,/ 10° Ms
- - N
o 3} o
Il Il Il
°
°

=}
(&)}
|

(=}
[=}
[/
]
o
D
J
J
>

pH

Figura 4.17: Influencia del pH en velocidad de descomposicién del nitrito.
[NIT], = 4,95:1072 M, [FTA] = 5,00-107% M, I = 0,31 M, T = 20,0 °C. De color naran-
ja se muestra la curva de la concentracién de 4cido nitroso segin el pH para una
concentracion de nitrito + 4cido nitroso fija.
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que en las experiencias para medir la constante de velocidad. Se observa que la
curva vy /pH tiene la misma forma que la curva [HNO;]/pH.

4.2.7. Influencia de la acidez del medio

Conocidos los 6rdenes parciales de reaccion, la ecuacién 4.12 permite calcu-
lar inmediatamente el valor de k,ps. Se ha medido ésta constante de velocidad
en varios experimentos en los que se ha variado la concentracién de protones,
manteniendo constante la de los demds reactivos, asi como la temperaturay la
fuerza i6nica. La figura 4.18 recoge los resultados. Se observa que al aumentar la
acidez del medio lo hace la velocidad de nitrosacion hasta llegar a un méaximo
en pH = 3, a partir del cual la velocidad comienza a descender.

El perfil de esta curva es caracteristico de las reacciones de N-nitrosacion de
aminas primarias, en las que segliin aumenta la acidez, la velocidad de reaccién
aumenta debido a la mayor concentracion de 4cido nitroso. Sin embargo, tam-
bién al aumentar la acidez, la amina se protona, perdiendo su carga negativa que
permite la reaccion de nitrosacion. El esquema 4.1 muestra el mecanismo de
nitrosacién propuesto, basado en el que se ha aplicado en multiples trabajos de
nuestro grupo. 325! E] agente nitrosante se ha considerado que es el triéxido de
dinitr6geno, debido al orden parcial dos respecto a la concentracién de nitrito.

A partir del mecanismo planteado, se puede deducir la ecuacién de velocidad
tedrica a la que se deben de ajustar los datos. Considera que la etapa limitante
de la velocidad es la nitrosacion de la fenetilamina con la amina desprotonada,
luego la ecuacion de velocidad de este paso es:

v = k4[N203][PHEN] (4.21)

La concentracion de triéxido de dinitrégeno se puede conocer aplicando los
sucesivos equilibrios quimicos que llevan a su formacién desde el nitrito y que
dependen de la concentracién de protones. En primer lugar su formacién a
partir del ion nitrosacidio:

[N2O3]

K=——"—
® [H;NOZ][NOy |

(4.22)
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pH  kops / M2 571 pPH  kops / M2 571

2,5 1,561-1072 3,7  1,013:1072
2,8 1,740-1072 4,0 5,80-1073
2,9 2,012:1072 4,4 1,92-1073
3,15  1,932:1072 5,6 0

3,5 1,360-1072

(4.20)
0,020 - * o R* = 0,995
)
0015 @
~ o
N(I)
S 0010+ e
=~ .
£ 0,005 e
~2
)
0,000 e
T T T T T T T T T T T T T
25 3,0 35 4,0 45 50 55
pH

Tabla 4.7 y Figura 4.18: Influencia de la acidez del medio en la constante de velocidad.
[PHE], = 6,311-1072 M, [NIT], = 2,7-107% - 5,5:1072 M, [FTA] =5,00-1072 M, I = 0,34 M,
T =20,0°C.
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K
+ HY
NH, NH,*
Ki
HNO, NO, + H*
K>
HNO, + H* H,NO,* / NO* + H,0
K3
HNO,*  + NOy N,O; + H,0
Ka
+ N203 — + HN02
NH, NHNO

Esquema 4.1: Mecanismo propuesto para la nitrosacién de la fenetilamina.

v = k,K3[H,NOZ | [NO; | [PHEN] (4.23)

A continuacién se deduce la concentracién de ion nitrosacidio a partir de su
equilibrio con el 4cido nitroso:

__[HNOj]
2= m (4.24)
v = k,K3K>[HNO,][H] [NO, ] [PHEN] (4.25)

Y por tltimo, se simplifica la ecuacién a través del equilibrio dcido - base entre
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el 4cido nitroso y el nitrito:

[NO, 1[H*]
= —2 (4.26)
[HNO,]
v = k,K3K> K [HNO,]? [PHEN] 4.27)

Como se indic6 en la pagina 122, por [NIT] se entiende la suma de las
concentraciones de nitrito y 4cido nitroso:

[NIT] = [HNO,] + [NOE] (4.28)
[HNO,] = w (4.29)
2T+ K '

Llevando la ecuacién 4.29 ala 4.27:

[NIT]2[H*]2[PHEN]
(H*]+Ky)?

V= kaKgKgKl (4.30)

De igual modo ocurre con la fenetilamina, [PHE], que en el medio de reaccion
puede estar como base, [PHEN], o como su 4cido conjugado, [PHENH]:

[PHE] = [PHENH] + [PHEN] 4.31)
[PHEN][H"]
Ki=——— (4.32)
[PHENH]
[PHEN] = @ (4.33)
CHY+ K '

Llevando la ecuacién 4.33 ala 4.30 se obtiene la ecuacién teérica de velocidad
de nitrosacion de la fenetilamina:

[NIT)2[H*]2[PHE]
(H*]+ KD ([H*] + K7)?

V= kaKgKgKllq (4.34)

que, comparada con la ecuacién experimental:

U = kobs [NIT]2[PHE] (4.35)
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conduce a la relacién entre la constante de velocidad observada, kops v 1a con-
centraciéon de protones.

[H*)?
((H*]+ Kp) ((H*] + K;)?

kobs = ka K3 K2 K1 K1 (4.36)

Como K; = 1,65-107'% M y la concentracién de protones es superior a 107>
M (figura 4.18), los resultados experimentales se han ajustado a la siguiente
ecuacion:

[H*]

kobs =

La figura 4.18 muestra el buen ajuste de los datos experimentales a la ecua-
ci6n 4.36 con los pardmetros:

a=(8,6+0,4)-10°M!s7!
B=(1,09+0,05)-10> M

El valor de f sirve como comprobacién de que el ajuste es correcto desde el
punto de vista quimico, ya que se trata de la constante de equilibrio K;. El
valor negativo de su logaritmo conduce a un pK, de 2,98 + 0,05, cercano al
bibliografico (3,17, tabla 2.1).

Con el pardmetro a se calcula la constante de velocidad de la reaccién de
nitrosacion k,:
a

ko= ———
K3 Kz K1 Ky

(4.38)

El valor del producto K; K» K3 = (3,03 + 0,23)-1073 M~! es conocido (seccién
2.2.2).93 Como la constante de acidez de la fenetilamina también es conocida
(K;=1,65-10719 M):

ka=(1,72+0,08)-10 M~ ' s7!

La magnitud de k, es propia de una reaccién controlada por difusién (tabla
2.11, pagina 92).
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4.2.8. Influencia de la fuerza iénica

Se midi6 la velocidad de nitrosacién de la fenetilamina con diferentes con-
centraciones de perclorato s6dico y manteniendo constante el resto de variables.
La figura 4.19 recoge el resultado de aplicar la ecuacién de Bronsted (ecuacion
3.11, pagina 120) a estos experimentos:

IIM  kgps / M2571 IIM  kops / M2 571

0,15 6,96:1073 0,34 5,80-1073
0,21 6,60-1073 0,40 7,02:1073
0,28 7,73-1073 0,45 7,20-1073
-2,5
2,4 -
2 -2,3
«: °
.y -2,2 -
2 o ° ® o
-2,1 -
2,0 — ‘

‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0,30 0,35 0,40 0,45 0,50 0,55 0,60 0,65 0,70
11/2

Tabla 4.8 y Figura 4.19: Influencia de la fuerza iénica en la constante de velocidad.
[PHE], = 6,311-1072 M, [NIT], =2,7-1072 - 5,5:-1072 M, [FTA] =5,00-107> M, pH=4,0, T =
20,0 °C.

Como era de esperar, la variacion en la fuerza iénica del medio no influye
en la velocidad de reaccion, lo que apoya el mecanismo propuesto en el que
ninguno de los dos reactivos de la etapa limitante de velocidad es i6nico.
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4.2.9. Influencia de la temperatura

Se ha analizado cdmo cambia la velocidad de nitrosacién de la fenetilamina
con la temperatura, haciendo variar ésta entre 20,0 y 37,5 °C. Los resultados se
muestran en la siguiente tabla:

T/°C kops/ M72s7! T/°C kops/ M72s7!

20,0 7,21-1073 32,5 1,910-1072
22,5 8,67-1073 35,0 2,302-1072
25,0 1,029-1072 37,5 2,658-1072

30,0 1,398-1072

Tabla 4.9: Influencia de la temperatura en la constante de velocidad.
[PHE], = 6,31-1072 M, [NIT], = 2,7-1072 - 5,5:-1072 M, [FTA] = 5,00-1072 M, pH =
3,80,1=0,34 M

A partir de estos datos y utilizando la forma linealizada de la ecuacién de
Arrhenius (ecuacion 3.6, pagina 119):
Eq
Inkops=InA- — 4.39
obs RT ( )
se ha determinado la energia de activacién, E, = 58 + 5 kJ mol~!. La figura 4.20
muestra el resultado del ajuste.

Con la ecuacion de Eyring (ecuacién 3.9, pagina 120) se han determinado
los pardmetros de activacion. Ajustando los datos de la tabla 4.9 a la forma lineal

de dicha ecuacién:

k kg AST AHY
In=obs B 22 2 (4.42)
T n' R RT

se obtienen los valores AH' =56 + 4 k) mol~! y AS* =-104 + 16 JK-! mol~!. La
figura 4.21 muestra el resultado del ajuste.

El valor de la entalpia de activaciéon AH* estd asociado a la constante a de
la ecuacion 4.38. Para conocer el valor de la entalpia asociada a la constante
k, es necesario sustraer el calor a presiéon constante de los dos procesos que
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y=(18+2)+(58+5)-10°x (4.40)

364 R*=0,990

40 -
28 ®
~2°-4,4
=
4,8
-5,2 : | : | : | : | : |
-41,0 -40,5 -40,0 -39,5 -39,0 -38,5

(RT)'/10° mol -J"

Figura 4.20: Cumplimiento de la ecuacién de Arrhenius por los resultados de la tabla

49.
y=(12+2)+(56+4)-10%x (4.41)
-9,2
R® =0,990
-9,6
t(m-10,0 —
=1
sO
= -10,4
-10,8 ; , ; , ; , ; , ; ,
-41,0 -40,5 -40,0 -39,5 -39,0 -38,5

RT)'/10°mol -J"

Figura 4.21: Cumplimiento de la ecuacion de Eyring por los resultados de la tabla 4.9.
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también intervienen: la entalpia de formacién de N,Os, A H,;, y la entalpia de
protonacion de la amina, AHp:

AHf = AH* - AH,, - AH) (4.43)

El valor AH,;, = 6,8 + 0,6 k] mol ™! ha sido determinado por nuestro grupo.®® Co-
mo el valor exacto de la entalpia de protonacién de la amina no se conoce, se ha
manejado el de una molécula analoga, L-fenilalanina, A H), = 42,0 k] mol 1,252
Asi ha encontrado el valor Ach ~ 7 k] mol™! para la entalpia del paso limitan-
te de velocidad, que estd dentro del margen de valores asociados a procesos
controlados por difusién, lo que apoya el mecanismo propuesto. 8

4.2.10. Determinacion del producto de reaccion

El mecanismo propuesto para la nitrosacion de la fenetilamina concuer-
da con el desprendimiento de burbujas observado durante la reaccién. Para
confirmar el producto de nitrosacién se ha dibujado el espectro de masas de
la fenetilamina, compardandolo con el de una muestra tomada al final de la
reaccién de nitrosacion.

La gréfica superior de la figura 4.22 muestra el espectro de masas de una
disolucién acuosa de fenetilamina. Se observa el pico de su masa molecular en
121,9 y un fragmento de su estructura en 105,9, producido por la electroioniza-
cién del compuesto, en la que se ha producido la fisién del enlace alquilico del
carbono unido al nitr6geno de la amina para formar el carbocatién CgHs(CHp) 2* .

El espectro de masas inferior corresponde a la fenetilamina tras la reaccién
de nitrosacién. Existe el inconveniente de que el producto de nitrosacién co-
rresponde a la sustitucion de la amina por un alcohol (reaccién de Piria, pagina
34) que, al perder su protdn, tiene igual masa que aquella. A pesar de ello, el
descenso en la intensidad de ese pico y el cambio de la proporcién con el pico
de 122,7 respecto al 10% de la fenetilamina sugiere la presencia de un oxigeno.
Aparece también un pico en m/z = 144,7 debido al aducto formado entre el
anion del feniletanol con el sodio del nitrito. Por dltimo, no aparece ningtin
pico relacionado con una C-nitrosacién, que deberia aparecer en 135 o 151.
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Todo ello confirma que el tipo de nitrosaciéon que se produce en la molécula de
fenetilamina es N-nitrosacion.

105,9 121,9

122,8
106,9 133,9

abundancia relativa
N
o
|

100 120 140 160 180 200
milz
100

104,4

80 —
144,7
107,7

60 —

40

20

abundancia relativa

121,9
)

\122,7

T
120 160 200
mlz

Figura 4.22: Espectros de masas por impacto electrénico positivo de la fenetilamina
(gréfica superior) y de la mezcla de fenetilamina y dcido nitroso.



176 | Nitrosacion de la tiramina

4.3. Nitrosacion de la tiramina

4.3.1. Estudio espectrofotométrico

El espectro UV-visible de varias disoluciones con diferentes concentraciones
de tiramina (TYR) se muestra en la figura 4.23. Se pueden ver dos bandas de
absorcion diferenciadas. Una de gran intensidad, entre 190 y 260 nm, con tres
picos, que se debe a la transicién 7 — n* permitida de los electrones de su
estructura aromadtica y otra banda comprendida entre 260 y 320 nm que se debe
ala transicién = — * prohibida, por lo que es més débil. 249

2,5 —‘

2,0 J

1,5 -

1,0

absorbancia

0,5

0,0

T T T T T ' I ' I ' I '
200 250 300 350 400 450 500
longitud de onda / nm

Figura 4.23: Espectros de absorcién de varias disoluciones de tiramina.
[TYR] =7,42:107% - 1,48-107* M, pH = 10,15, T = 20,0 °C.

Se ha estudiado la forma en la que cambia el espectro de absorcién de la
tiramina segtn el pH del medio (figura 4.24). Los fenoles al perder el protén se
quedan con una carga negativa que se deslocaliza en el anillo aromatico y que
provoca un incremento de la longitud de onda y del coeficiente de absorcién del
compuesto, tanto en la banda que corresponde a la transicién 7 — n* permitida
como a la prohibida. La tiramina, con sus pKzs de 9,3 y 10,4 (pagina 103), cambia
la forma de su espectro en la zona de pH comprendida entre 7,33 y 11,50, que



Resultados experimentales | 177

3,2

2,4+

1,6 -

absorbancia

0,0

S

1 1 T
250 300 350 400

longitud de onda / nm

Figura 4.24: Variacién del espectro de absorcién de la tiramina con el pH. [TYR] =
1,0-1073 M, T = 20,0 °C.

queda muy alejada de la zona donde se estudian las reacciones de nitrosacion.

Segtin varia el pH aparecen dos puntos isosbésticos en 264 y 277 nm. Con
los datos de la figura 4.23 se han calculado sus coeficientes de extincién molar,
ya que el segundo punto tenia una absorbancia muy cercana al maximo de
absorcién en medio dcido. La figura 4.25 muestra el ajuste de los datos a la
ecuacion de Lambert-Beer (pagina 154). Los coeficientes de absorcién de la
tiramina son:

ETYR, 264 nm = 360+ 10 M1 cm ™!

ETYR, 277 nm = 550+ 10 M~ cm™!

4.3.2. Reaccién entre tiramina y nitrito

Después de conocer el comportamiento espectroscopico de la tiramina se
ha investigado cémo se puede seguir la reaccién de nitrosaciéon de la misma
mediante espectroscopia UV-visible. Se ha preparado una disolucién acuosa
y 4cida de tiramina y nitrito sédico y se ha seguido la evoluciéon temporal del
espectro (figura 4.26).



178 | Nitrosacion de la tiramina

[TYR] /M Ax77  Aozes [TYR] /M A7 Azes
8,90-10™* 0,492 0,326 4,45-107* 0,265 0,181
7,42-107* 0,419 0,279 2,96:107* 0,164 0,111
5,93-107* 0,335 0,225 1,48-107%* 0,084 0,056

y = (0,005 +0,007) + (550 + 10) x (4.44)
y = (0,006 +0,007) + (360 + 10) x (4.45)
0,60
R’® = 0,997
045 R*=0,995 °
= e
S
% 0,30 —
<2
o
(70}
< 015
0,00

T T T T T T T T T T T T T T T T T
0,0001 0,0002 0,0003 0,0004 0,0005 0,0006 0,0007 0,0008 0,0009

[TYR] /M

Tabla 4.10 y Figura 4.25: Cumplimiento de la ley de Lambert-Beer por la tiramina en
sus puntos isosbésticos. A = 264 nm (verde), A = 277 nm (naranja), pH = 10,15, T = 20,0
°C.
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Figura 4.26: Variacién del espectro de absorcién de la mezcla de tiramina y 4cido nitroso
durante la nitrosacion. Espectros tomados cada 2 horas y media. Entre 12,5y 17,5 h falta
un espectro. [TYR] = 2,45-1073 M, [NIT] = 7,03-10~3 M, pH = 2,45, T = 20,0 °C.

En esta figura se puede ver c6mo la banda de absorcién del sistema nitrito
- acido nitroso desaparece con el tiempo mientras aparece una banda intensa
de absorcién entre 325 y 475 nm con el maximo en 398 nm. La reaccién de
nitrosacién también modifica la absorbancia en la zona de mayor energia del
espectro. El pico de absorcién entre 260 y 320 nm incrementa su intensidad y su
anchura.

Teniendo en cuenta las caracteristicas espectroscopicas de reactivos y pro-
ductos se seleccion6 la longitud de onda A = 405 nm para seguir la reaccion
de nitrosacion. Esta longitud de onda se ha elegido debido a la gran variacién
en su absorbancia, dada su cercania al maximo de la banda y a que el nitrito
presenta una absorbancia practicamente nula en esa zona del espectro (figura
4.12, pagina 158).

El coeficiente de absorcién molar del producto de reaccién, nitrosotiramina,
se determiné preparando disoluciones acuosas acidas de diferentes concentra-
ciones de tiramina y afiadiendo gran exceso de nitrito sédico. Cuando la reaccién
alcanzaba la meseta —toda la tiramina se habia convertido en nitrosotiramina—
se registraba la absorbancia para ajustarla a la ley de Lambert-Beer (figura 4.27).
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INTYR] /M Agos INTYR] /M Agos
2,009-107* 0,110 4,018-107* 0,382
3,014-107* 0,259 5,022:10™* 0,461
3,014-107* 0,252 6,027-10™* 0,605

(4.46)
0,8
R*=0,989
0,6 9
K
Q ®
S 044 .
2
o
2 [
< 0.2 -
[ ]
0,0 . . . . . . . . . .
0,0002 0,0003 0,0004 0,0005 0,0006 0,000
[NTYR] / M

Tabla 4.11 y Figura 4.27: Cumplimiento de la ley de Lambert-Beer por la nitrosotirami-
na. A =405 nm, [NIT] = 4,6-1072 M, pH=4,08, T =20,0 °C.
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A partir del ajuste de los datos experimentales se encontré que

ENTYR, 405 nm = 1.180+50 M_1 CIII_1

4.3.3. Ordenes parciales de reaccién

Los 6rdenes parciales de reacciéon se han obtenido utilizando el método de
velocidades iniciales junto al método de aislamiento. Se ha escogido un pH = 3,4
para que la reaccion fuese més répida. El nitrito ha sido el reactivo en exceso. De
esta forma, la ecuacién de velocidad

v = kops [TYR]™ [NIT]" (4.47)
se simplifica al introducir la pseudoconstante p
p = kops[NIT]" (4.48)

de modo que:
v = p[TYR]" (4.49)

que en forma linealizada, y teniendo en cuenta el método de velocidades inicia-
les, resulta:

Inve =Inp+ mIn[TYR], (4.50)

La figura 4.28 muestra el ajuste de los datos experimentales a la ecuacién
4.50. Su pendiente tiene un valor de 1,004 + 0,008, revelando que el orden parcial
respecto a la concentracién de tiramina es uno.

A continuacién, modificando los excesos de nitrito se ha calculado el orden
parcial respecto a la concentracién de esta especie, a través de la forma lineal de
la ecuacion 4.48:

Inp =1Inkgps + nIn[NIT] (4.51)

que se encuentra representada en la figura 4.29. El orden parcial respecto a la
concentracion de nitrito es uno.
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[TYRlc /M  vo/Ms™! [TYRlc /M  vo/Ms™!

0,45-1073  3,076-1078 1,50-107%  1,025-1077
0,60-1073  4,102-1078 1,80-1073  1,230-1077
0,90-1073  6,153-1078 2,40-1073  1,641-1077
1,20-107%  8,205-1078 3,00:1073  2,051-1077
(4.52)
-15,2
R*=0,999 °
-15,6 < e
-16,0 __—®
4
;c-16,4 — e
s
E -16,8 —
-17,2 4 -
(]
17,6 T T T T T T T T T T T
-7,6 -7,2 -6,8 -6,4 -6,0 -5,6
In [TYR]

Tabla 4.12 y Figura 4.28: Influencia de la concentracién de tiramina en la velocidad
inicial de reacciéon. [NIT] =0,04 M, pH=3,4, I=0,2M, T =20,0 °C.
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INIT] /M p/s! INIT] /M p/s!
0,03 4,75-107° 0,07 1,095-107%
0,04 7,01-107° 0,09 1,496-107%

0,05 7,75-107°

(4.53)
-84
R*=0,981

-8,8 - L]

9,2 ®
Q

°
= -9,6 - ®
1004 @
T T T T T T T T T T T T
3,6 34 3,2 -3,0 2,8 2,6 24

In [NIT]

Tabla 4.13 y Figura 4.29: Influencia de la concentracién de nitrito en el pardmetro p.
[TYR], = 0,45-1072 - 3,00-103 M, pH=3,4, [ =0,2 M, T = 20,0 °C.
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4.3.4. Influencia dela acidez del medio

Se ha medido la constante de velocidad en varios experimentos en los que
se ha variado la concentracién de protones, manteniendo constantes las de los
demis reactivos, asi como la temperatura y la fuerza iénica. La figura 4.30 recoge
los resultados. Se observa un aumento progresivo de la velocidad de nitrosacién
segiin aumenta la acidez del medio en una curva sigmoidea.

El perfil de esta curva es semejante a los de mecanismos de C-nitrosacién en
los que la etapa limitante de velocidad es la ruptura del complejo de Wheland
(seccién 2.3.1),2%325* observados con anterioridad en nuestro grupo de traba-
;250,255,256
jo.

Del mecanismo propuesto (esquema 4.2), acorde con los 6rdenes parciales uni-
tarios respecto a las concentraciones de cada reactivo, se deduce facilmente la
siguiente ecuacion de velocidad:

kK> [TYR][NIT][H"]?

= N [ (4.55)
(H']1+ KA+ g H']D
Al comparar las ecuaciones tedrica (4.55) y experimental:
U = kops[TYR][NIT] (4.56)
se desprende inmediatamente que:
kKo [H*]?
Kobs = ———————— 4.57)
((HT]1+ K) (1 + - [HT])
La ecuacion 4.57 se ha ajustado en la forma:
a [H+]2
(4.58)

Kobs = 5 Ky (1 + B )

obteniéndose los siguientes valores de a y f:

a=47+9M 257!
B =7.800 + 700 M~!
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pH kops /M7 1s7! pH kops /M 1s7!
27  4,264-1073 3,4 1,618:1073
2,8 4,106-1073 3,5 1,361-1073
30  3,193-1073 3,8 7,44-107%
3,1  2,740-1073 3,8 7,73-107%
3,3 2,017-1073 4,2 3,92-1074
(4.54)
Py R*=0,992
4
".‘w 3 [N
i [ 3
=
mo o (3
— [ )
-, (3
51
< °
[}
O I T I T I I T I T I T I T
2,6 2,8 3,0 3,2 3,4 3,6 3,8 4.0 4,2 4.4

pH

Tabla 4.14 y Figura 4.30: Influencia de la acidez del medio en la constante de velocidad.
[TYR], =3-107*-3,0-1073 M, [NIT], =3-107% - 3,0-1072 M, I = 0,2 M, T = 20,0 °C.
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K4 ] .
HNO, NO, + H
K,
HNO, + H* H,NO,* / NO* + H,0
+
OH OH OH
H H
NO NO
ka Kb
+ H,NO,*/NO* + _—
Ka
NH, NH, NH,
0 e} OH ]
H NOH NO
NO
H,0
—— R
k;, lenta
NH, NH, NH,

Esquema 4.2: Mecanismo propuesto para la nitrosacién de la tiramina.

B corresponde al cociente k_,/ Ky k.. Como el valor de K3 se conoce (K> = 3-1077
M™1),8! con el valor de « se ha calculado el de ka:

ko=(1,6+0,3)-10 M~ 157!

Estos valores son del mismo orden que los obtenidos con otras moléculas que
reaccionan con este mismo mecanismo (seccién 5.1).
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4.3.5. Influencia de la fuerza iénica

Se ha medido la velocidad de nitrosacién de la tiramina con diferentes con-
centraciones de perclorato s6dico, manteniendo constante el resto de variables
para determinar la influencia de la fuerza iénica. La figura 4.31 recoge el resul-
tado de aplicar la ecuacién de Bronsted-Debye-Hiickel (ecuacién 3.11, pagina
120) a estos experimentos.

IIM  kops / M7 1s71 I/M  kgps / M7 1s7!
0,0234 1,188:1073 0,1834 1,170-1073
0,1059 1,055-1073 0,2634 1,162-1073

0,1434 1,111-1073

-2,7

2,8 -

_2,9 —

obs
[ ]
q
{ ]
o

-3,0 -

log  k

3,14

-3,2 ; , ; , ; , ; , ;
0,1 02 03 04 05 06

11/2

Tabla 4.15 y Figura 4.31: Influencia de la fuerza iénica en la constante de velocidad.
[TYR], =3-107% - 3,0-1073 M, [NIT], =3-1073 - 3,0-1072 M, pH = 3,4, T = 20,0 °C.

Se puede ver como la fuerza idnica no influye en la constante de velocidad
de esta reaccién. Esto concuerda con el mecanismo propuesto, en el que la etapa
limitante es la ruptura del complejo o o de Wheland.
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4.3.6. Efecto isot6pico cinético

Una consecuencia del mecanismo propuesto es que debido a que, la etapa
limitante de la velocidad depende de la pérdida de un protén por parte del
complejo de Wheland, la reacciéon debe mostrar un efecto isot6épico cinético
(seccién 3.1.1.3, pagina 121). Para comprobar si este efecto se produce en la
nitrosacién de la tiramina se han preparado dos cinéticas a pH = 2,1, una reali-
zada utilizando como disolvente agua y otra empleando agua pesada. A este pH
ocurre que (k,/Kpk:)[H"] > 1y [H*] > K, y asi la ecuacion 4.57 se simplifica
de la siguiente manera:

kszoKé‘IzoKll;Izo kglzo

H,O _
koés - ngO (4.59)
-a

El superindice 720 indica que esta ecuacion est4 realizada en agua normal. Si

utilizamos agua pesada, los deuterones del medio inmediatamente sustituirdn a
los protones de las moléculas que intervienen en la reaccion, transforméndose
la ecuacién anterior en:

kaDZOK?ZOKEZO k?zo

D,O _
kotfs - kDgO (4.60)
-a

El cociente entre ambas ecuaciones nos permite calcular el efecto isotépico
asociado a la reaccion: O o
2 2 Hzo
kobs _ KZ kc
D,0 = ;D,0 1D,0
koo K ke

Algunos términos de la ecuacion han desaparecido debido a que el efecto iso-
tépico no afecta a las constantes de equilibrio sin participacién de hidrégeno,

luego k?zo/k?go = kaDZO/k_DéO y KZIzO = K;?ZO.

Se ha llevado a cabo la cinética al pH indicado en H,O y se ha obtenido
una kops de 0,551 M~! s71. A continuacién se ha repetido el experimento en
D,0, donde la constante de velocidad ha sido 0,515 M~! s~!. Sabiendo que

(4.61)

K? 1K} es 2,7 se obtiene un efecto isotopico de: >
H,0
< =291 (4.62)

kD20
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Este efecto isotdpico es andlogo al observado en la nitrosacién de otros fenoles
(seccion 5.1, pagina 291).

4.3.7. Influencia de la temperatura

Midiendo la constante de velocidad a diferentes temperaturas se han calcu-
lado los parametros de activacién de la reaccién de nitrosacion de la tiramina.
La tabla 4.16 muestra los resultados de los diferentes experimentos entre 20y
40 °C.

T1°C kops /M7 1s7! T1°C kops / M71s71

20,0 2,945-1073 30,0 7,230-1073
22,5 3,449-1073 32,5 8,994-1073
25,0 4,836-1073 35,0 1,261-1072
27,5 5,878-1073 40,0 1,894-1072

Tabla 4.16: Influencia de la temperatura en la constante de velocidad. [TYR], = 3-107% -
3,0-1073 M, [NIT], =3-107% - 3,0-107> M, pH = 3,1.

Las figuras 4.32 y 4.33 muestran el buen ajuste de los datos experimenta-
les a las ecuaciones de Arrhenius y Eyring. A partir de ellas, se obtuvieron los
siguientes valores para los pardmetros de activacion:

E,/Xmol™' AH*/Kmol™! AS*/JK ! mol™?
7342 70 + 2 54+ 8

Tabla 4.17: Parametros de activacion de la reaccién de nitrosacion de la tiramina a partir
de los datos de la tabla 4.16.
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y=1(23,9+0,8) +(70+2)-10°x (4.63)

404 R*=0,994

-6,0 : :
-41,0 -40,5

T T T T
-39,5 -39,0 -38,5 -38,0

RT)'/10° mol -J"

T
-40,0

Figura 4.32: Cumplimiento de la ecuacién de Arrhenius por los resultados de la tabla
4.16.

y=Q17+1D)+(71+2)-10°x (4.64)

964 R*=0,994

T T T T T T T T T T T T
-41,0 -40,5 -40,0 -39,5 -39,0 -38,5 -38,0
(RT)'/10° mol -]

Figura 4.33: Cumplimiento de la ecuacién de Eyring por los resultados de la tabla 4.16.
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4.3.8. Estructuray reactividad de la tiramina

La figura 4.34 muestra la estructura optimizada mediante un calculo ab
initio (DFT-B3LYP 6-31+G (d,p)) de la tiramina. Para predecir la orientacién
preferida de la nitrosacion se ha calculado, empleando el mismo método y la
misma base, la superficie de densidad electrénica de la tiramina y la energia de
los dos posibles complejos o 0 de Wheland que pueden aparecer en la reaccién
entre el 4cido nitroso y la tiramina.

La superficie de densidad electrénica (figura 4.35) muestra que la zona de
mayor potencial negativo de la estructura es el alcohol (coloreado en rojo). Sin
embargo, a la hora de ajustar los datos experimentales a un mecanismo, no se
ha observado ninguna participacién de este grupo funcional en la reaccién de
nitrosaciéon, quizds porque la posiciéon en para al alcohol estd ocupada para
sufrir una reaccion de Fisher-Hepp (péagina 82). Las otras dos zonas con més
densidad de carga negativa de la molécula y, por tanto, mds nucleéfilas son los
dtomos de carbono del anillo aromético y la amina. Se puede ver, que pese a la
cercania del hidrégeno altamente polarizado del alcohol, los 4&tomos de carbono
en orto muestran mayor densidad electrénica que los que se encuentran en la

Figura 4.34: Estructura calculada de la tiramina. DFT-B3LYP 6-31+G (d,p).
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Figura 4.35: Mapa de densidad electrénica de la tiramina. DFT-B3LYP 6-31+G (d,p).

posicién en meta.

La tiramina puede C-nitrosarse en dos posiciones diferentes debido a su
simetria: en ortoy en meta. Por medio de los célculos descritos se ha estimado la
estabilidad de los dos posibles complejos de Wheland sustituidos. La figura 4.36
muestra las diferencias de energia de cada uno de los compuestos, tomando
como referencia la energia del sistema tiramina + ion nitrosonio. Se puede ver
que el complejo de Wheland en orfo es mas estable que la tiramina nitrosada
en la posicién meta, por lo que, junto a la evidencia que se desprende del mapa
de densidad electrénica, se puede afirmar que la nitrosacién de la tiramina
ocurrird preferentemente en la posicién orto, especialmente sabiendo que la
etapa limitante de la velocidad es la ruptura del complejo.

4.3.9. Determinacion del producto de reaccién
Para caracterizar el producto de nitrosacién de la tiramina se ha realizado

un espectro de masas de una disolucién acuosa y 4cida de tiramina y nitrito tras
un dia de reaccion.
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OH OH OH
NO
+ NO* H NO
H
NH, NH, NH,
0 —
% 0 kJ/mol
§ -100 |
2
2 -200 | -158,8 kJ/mol
-189,3 kJ/mol
-300

Figura 4.36: Diferencias de energia calculadas para los posibles complejos o de la
nitrosacién de la tiramina. DFT-B3LYP 6-31+G (d,p).

El espectro obtenido (figura 4.37) muestra dos picos de gran intensidad. El pri-
mero, en m/z = 138 corresponde a la tirosina que atin no ha reaccionado. El
segundo pico en 165,9, de abundancia relativa 100 %, coincide con la tiramina
nitrosada. Este espectro indica que la nitrosacion se estd produciendo princi-
palmente en el anillo aromatico de la estructura, puesto que las nitrosaminas
primarias, aunque tienen la misma masa que el C-nitrosocompuesto, son inesta-
bles y no pueden aparecer en un pico tan intenso como el que muestra la figura
4.37.

Para estudiar el producto de nitrosacién se afiadi6é una disolucién de sulfato
de cobre (II) a la mezcla de reaccién de nitrito y tiramina cuando la reaccién
de nitrosaciéon habia acabado, de tal forma que el cobre estuviese en exceso. El
cambio de color producido en esta mezcla, tras dos dias a temperatura ambiente,
confirmé la presencia de tiramina nitrosada en orto, por la formacién de un
compuesto de coordinacién con el cobre que no se produce con la tiramina sin
nitrosar (esquema 4.3).
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Figura 4.37: Espectro de masas por impacto electrénico positivo de la tiramina nitrosa-
da.

N
OH ot \
NO NO
+ CusO, —
NH, NH,

Esquema 4.3: Reaccién de complejacion de la nitrosotiramina.
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4.3.10. Actividad biolégica de la nitrosotiramina
Test de Ames

La mutagenia de la nitrosotiramina se ha estudiado mediante el test de
Ames en las cepas TA98 y TA100, en ausencia y presencia de complejo de acti-
vacién metabdlica S9 segun se ha descrito antes (pagina 134). Las cantidades
empleadas se han escogido de forma que aumenten logaritmicamente hasta la
solubilidad méxima del nitrosocompuesto en DMSO. Los resultados obtenidos
se encuentran en la tabla 4.18 y se muestran representados en las figuras 4.38
para las bacterias TA98 y 4.39 para las bacterias TA100.

1g NTYR / placa TA98 TA98 + S9 TA100 TA100 + S9

control negativo 14+ 2 25+1 203 81,5
6,8 13+1 2442 203+ 6 84 +2
17 14+1 21 210 + 20 94 +6
68 17+1 25 396 141
170 17+1 28+1 438 240,5
680 42 +2 39+4 620 + 90 400 + 10

control positivo 340 + 10 426 1.900 +£ 200 740 £ 10

Tabla 4.18: Test de Ames aplicado a la nitrosotiramina. Controles positivos: TA98: 10 ug
NPD, TA98 + S9: 2 ug 2AA, TA100: 0,6 pug 4NQO y TA100 + S9 2 ug 2AA.

En ambas cepas se observa que, al aumentar la dosis de nitrosotiramina,
el nimero de colonias en cada placa se incrementa, indicando que existe una
respuesta positiva en el test. Se aprecia que las bacterias de la cepa TA100 son
mads sensibles a la nitrosotiramina, puesto que muestran, a partir de dosis mas
bajas de compuesto, un aumento mayor de revertientes que en la cepa TA98. Esto
es sefial de que la nitrosotiramina actia como un leve mutdgeno que produce
la sustitucién de pares de bases en el c6digo genético. El complejo S9 no ejerce
una influencia significativa sobre las muestras.
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Figura 4.38: Resultados del Test de Ames con la cepa TA98 aplicado a la nitrosotiramina.
Los resultados sin extracto S9 se muestran de color naranja y los resultados con extracto
S9, de color verde.
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Figura 4.39: Resultados del Test de Ames con la cepa TA100 aplicado a la nitrosotiramina.
Los resultados sin extracto S9 se muestran de color naranja y los resultados con extracto
S9, de color verde.
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Test de aberraciones cromosomicas

Para estudiar si la nitrosotiramina es un agente mutdgeno que causa anor-
malias en los cromosomas de células eucariotas, se ha realizado el test de aberra-
ciones cromosémicas segln el procedimiento descrito en la pagina 139. La tabla
4.19 muestra el nimero de células con aberraciones cromosémicas segtin el tipo
de aberracion entre las 180 (60 x 3) células estudiadas para cada concentracion.

[NTYR] / uM CIG CSG C(CTB CSB ACENT DIC

control negativo 0 0 0 0 0 0
4,1 0 0 0 0 0 0
41 1 0 0 0 0 1
410 1 0 0 0 0 0
4.100 Concentracién téxica para las células
control positivo 8 4 28 14 0 0
[NTYR] / uM TRI TET OTRO RING MA % AC
control negativo 0 0 0 0 0 0
4,1 0 0 0 0 0 0
41 0 0 0 0 0 1
410 0 0 0 0 0 0
4.100 Concentracion toxica para las células
control positivo 16 2 0 4 0 42

Tabla 4.19: Aberraciones cromosémicas inducidas por la nitrosotiramina en células
eucariotas V-79. Las abreviaturas son: CTG, hueco en la cromatida; CSG, hueco en el
cromosoma; CTB, ruptura en la crométida; CSB, ruptura en el cromosoma; ACENT,
fragmento acéntrico; DIC, cromosoma dicéntrico; TRI, cromosoma trirradial; TETRA,
cromosoma tetrarradial, OTRO, otra aberracion; RING, cromosoma anular; MA, me-
tafase multiaberrante; % AC, % de células aberrantes, excluyendo CTG y CSG. Control
positivo: MMC 1,5 uM.
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Se puede ver que la nitrosotiramina muestra una pequefa respuesta en
el test que, sin embargo, no se puede considerar significativa para calificar la
molécula de genotoéxica. La concentracién més alta de nitrosocompuesto ha
resultado ser t6xica para las células, por lo que no se ha podido comprobar la
mutagenia de la nitrosotiramina en esa concentracion.

Test del MTT

Se ha estudiado la citotoxicidad de la nitrosotiramina mediante el ensayo
de proliferacion celular MTT. Tras exponer durante 24 horas las células V-79
a distintas concentraciones del compuesto se ha medido la supervivencia de
las células mediante el procedimiento descrito en la pagina 142. La figura 4.40
muestra el resultado de la experiencia.

Se puede comprobar que para las dosis empleadas de nitrosotiramina, la
supervivencia celular ha sido alta. Sélo en las células expuestas a la disolucién
maés concentrada de nitrosocompuesto, 2-1073 M, la citotoxicidad ha sido signi-
ficativa, donde 1 de cada 5 células habia muerto. Estos resultados concuerdan
con los del test de aberraciones cromosémicas, donde la concentracién mas alta
empleada (4,1-10~3 M) habia provocado que muchas células de la ldmina mu-
riesen y no se pudiesen observar el suficiente ntimero de células en la metafase
para realizar el conteo de aberraciones.
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[NTYR] / uM  Supervivencia

a 62 (104 + 6) %

b 200 95 +11)%

c 615 (90 +11)%

d 2.000 83+ 9%

120
\
. —
g
=
=
<
=3
195}
R
L | T rTooT T T
a b c d 100 1000
INTYR]/10° M

Tabla 4.20 y Figura 4.40: Supervivencia celular de V-79 en funcién de la concentracién
de nitrosotiramina.
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4.4. Nitrosacion de la dopamina

4.4.1. Estudio espectrofotométrico

Para el estudio cinético de la nitrosaciéon de la dopamina (DOP) se ha em-
pleado como reactivo hidrocloruro de dopamina que es muy soluble en agua.
Su espectro de absorcion se muestra en la figura 4.41. La dopamina, al tener dos
grupos que aportan densidad electrénica al anillo aromatico, tiene las bandas
de absorcién menos energéticas de toda la serie de moléculas investigadas. Su
banda de la transicién 7 — n* permitida aparece entre 180 y245 nmy x — *
prohibida entre 255 y 300 nm. Esta dltima tiene un mdximo en 279 nm donde se
ha determinado el coeficiente de absorcién molar (figura 4.42).

3,2

2,4

absorbancia

0,0 1-— ; : : |
200 240 280

!
320 360 400
longitud de onda / nm

Figura 4.41: Espectro de absorcién UV-visible de la dopamina. [DOP] = 1,0-1073 M -
6,0-10~3 M, pH = 3,15, T = 20,0 °C.

La magnitud de su coeficiente de absorcién molar

EDOP 279 nm = 266 £ 2 M1 CIII_1

estd en el intervalo de valores de las transiciones 7 — 7* prohibidas.?*?
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[DOP] /M Az [DOP] /M Az
1,0-1073  0,2702 4,0-1073  1,0802
2,010 0,5532 501073  1,3421
3,010  0,8067 6,0-1073 11,6133
(4.65)
164 R*=0,999 °
< 1,2
k3 o
[
w -~
—E 0,8 - @
o
2 e
< 0,4
[
0,0 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1
0,001 0,002 0,003 0,004 0,005 0,006
[DOP] / M

Tabla 4.21 y Figura 4.42: Cumplimiento de la ley de Lambert-Beer por la dopamina. A
=279 nm, pH=3,15, T =25,0 °C.

No se ha podido estudiar la influencia del pH en el espectro de absorcién de
la dopamina porque este compuesto se degrada en medios bésicos rdpidamente.

4.4.2. Autooxidacion de la dopamina

La dopamina se oxida rdpidamente en disolucién acuosa alcalina con el
oxigeno de la atmésfera (figura 2.23, pagina 108). El polimero que se forma en
esta reaccién hace que el color de la disolucién torne a un intenso color negro
con destellos rojizos. La figura 4.43 muestra el espectro de absorcién de una
disolucién de dopamina oxidada. Se puede ver como la banda de absorcién es
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0,5

0,4

0,3

0,2

absorbancia

0,1

0,0 T T T
350 420

I
560 630 700
longitud de onda / nm

T
490

Figura 4.43: Espectro de absorcién UV-visible de una disolucién de dopamina 10 minu-
tos después de su preparacién. [DOP] = 1,52-10~2 M, pH = 9,37, T = 20,0 °C.

muy ancha, cubriendo todo el espectro visible, con un méaximo sobre 420 nm,
que con el tiempo se desplaza hasta 490 nm (figura 4.44), lo que justifica los
colores descritos.

Se ha cuantificado la velocidad de autooxidacién de la dopamina para ver
hasta que punto podria afectar al seguimiento de la cinética de su nitrosacion.
Para ello se prepararon varias disoluciones de dopamina a pHs 4cidos cercanos
ala neutralidad. Se comprobé que sélo a partir de un pH >7,5 la velocidad de
autooxidacién puede ser un inconveniente para el estudio cinético.

Las disoluciones de dopamina son 4cidas debido a que se trabajé con su
hidrocloruro. Se hicieron ensayos con disoluciones de varias concentraciones
a fin de seleccionar las de pH mds idéneos para evitar la autooxidacion de la
dopamina. La figura 4.45 muestra que, a concentraciones superiores a 0,5 M, las
disoluciones no requieren adicién de 4cido para su estabilizacién.
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0,5
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0,00 , [ ,

[\oNep}
)]

NN

_ o oo

300 350

T i T i T i T i
400 450 500 550 600

longitud de onda / nm

Figura 4.44: Espectros de absorcién de la dopamina a diferentes pHs, 96 horas después
de su preparacion. El espectro a pH = 7,65 se midi6é 16 horas después de la preparacion.

[DOP] =5,5-1073 M, T = 20,0 °C.

6,8

6,4 ®
6,0
5,6
o 5,2 |
4,8 4

44

T T T T T T T

-3 2
log,, [DOP-HCI]

Figura 4.45: pH de diferentes disoluciones de hidrocloruro de dopamina en funcién de

su concentracién. T = 23,0 °C.
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4.4.3. Reaccién de nitrosacién de la dopamina

Después de estudiar el espectro de la dopamina se prepar6 una disolucién
4cida de nitrito s6dico para comprobar que, al mezclarla con la dopamina, existe
reaccion de nitrosacién y medir la absorcién del producto resultante.

La figura 4.46 muestra como varian en el tiempo los espectros de absorcién
de la disolucién mezcla. Se observa la aparicién de una amplia banda con un
maximo en 347 nm y de un pico mucho mads estrecho en la zona de los 250 nm.
Los picos de la dopamina apenas cambian de forma y tamafio.

3,0

244 | min

absorbancia

0,0 1 . | . : . : : | . : .
200 250 300 350 400 450 500

longitud de onda / nm

Figura 4.46: Variacion con el tiempo del espectro de absorcién de la dopamina durante
su nitrosaciéon. [DOP] = [NIT] = 8:1073 M, pH=4,08, T =25,0°C.

El méximo de la banda de absorcién del producto de nitrosacién en A = 347
nm es idéneo para el seguimiento cinético de la reaccién de nitrosacion (la
diferencia de absorbancia con el nitrito, cuyas bandas aparecen en esa zona, es
grande).

Para medir el coeficiente de absorcién molar de la nitrosodopamina en esa
longitud de onda, se hizo reaccionar disoluciones de dopamina de diferentes
concentraciones con un exceso de nitrito. Una vez alcanzada la meseta de sa-
turacion (toda la dopamina se ha convertido en nitrosodopamina) en cada
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[NDOP] /M Assz [NDOP] /M Asaz
3,51-107°  0,2179 1,401-107%  0,7524
7,03-107°  0,4288 1,757-107%  0,9655
1,054-107%  0,5912 2,109-107%  1,1600

(4.66)
R*=0,997
1,2 ]

- <

§ 0,8 - »

Q0 -

— ]

o

2 04 e

[a]

[
0,0 T T T T T T T T T T
4 8 12 16 20
[INDOP] / 10° M

Tabla 4.22 y Figura 4.47: Cumplimiento de la ley de Lambert-Beer por la nitrosodopa-
mina. A =347 nm, [NIT] =5,2:1072 M, pH = 4,16, T = 25,0 °C.

uno de esos casos, los valores de las absorbancias se representaban frente a las
respectivas concentraciones (figura 4.47), encontrandose asi que:

ENDOP 347 nm = 5.200+ 100 M~ cm ™!

4.4.4. Influencia dela concentracion de iones cloruro

Como se indicé en la secciéon 2.2.3, los iones cloruro catalizan la reaccién
de nitrosacion a través de la formacién de cloruro de nitrosilo. Hasta ahora se
ha evitado la presencia de este ion o cualquier otro agente catalizador en los
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7,0
6,5 4
6,0 4
5,5

5,0

v /110" Ms”

45 0o ®

4,0 T T T T T T T T T T T T
0,000 0,002 0,004 0,006 0,008 0,010 0,01z

[CI']/M

Figura 4.48: Influencia de la concentracién de iones cloruro en la velocidad inicial de
reaccién. [DOP], = 3,33-107* M, [NIT], = 6,03-10~* M, pH = 4,08, T = 20,0 °C.

estudios cinéticos pero, debido al uso de dopamina en forma de hidrocloruro,
en esta cinética de nitrosaciéon puede que exista catalisis.

Para estudiar la influencia del ion cloruro en la reaccién, se hicieron varias ciné-
ticas con diferentes concentraciones de cloruro afiadido en forma de cloruro
sodico.

La figura 4.48 muestra el resultado de este experimento. Se puede ver que el
aumento de velocidad sélo es significativo en concentraciones de cloruro supe-
riores a 2-10~3 M. Como la concentracién de dopamina y, por ende, de cloruro
en las cinéticas de este trabajo se encuentran por debajo de esta cantidad, se ha
despreciado el efecto que puede tener este en los estudios cinéticos.

4.4.5. Ordenes parciales de reaccién

Para averiguar los 6rdenes de reacciéon parciales se utilizé el método de
velocidades iniciales. Se trabaj6 siempre en las mismas condiciones de pH'y
de fuerza i6nica. Para determinar el orden parcial respecto a la concentracién
de dopamina, se prepararon seis disoluciones de concentraciones diferentes,
mantenida constante la concentracién de nitrito. La figura 4.49 muestra el buen
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ajuste de los resultados a la ecuacién:
Inv, =Inp + mIn[DOP], (4.67)

el valor de cuya pendiente m = 1,02 + 0,04, indica orden uno de reaccién.

De igual forma, variando las concentraciones de nitrito y mantenida cons-
tante la concentraciéon de dopamina se calcul6 el orden parcial respecto a la
concentracion de nitrito, obteniéndose la siguiente ecuacion:

Inv, =Ing + nIn[NIT], (4.68)

La figura 4.50 muestra la aplicacién de esta ecuacion a los resultados experimen-
tales. La pendiente de esta recta, que corresponde al orden parcial del nitrito, n,
es uno.

4.4.6. Influencia de la acidez del medio

Se midi6 la constante de velocidad en varios experimentos en los que se
mantuvieron constantes todos los pardmetros cinéticos, excepto el pH. La figura
4.51 muestra las constantes de velocidad segtin la acidez del medio. La forma de
curva sigmoidea hace pensar que la dopamina sigue el mismo mecanismo que
la tiramina, lo que sugiere un mecanismo equivalente (esquema 4.4).

La ecuacion teérica de velocidad que se deduce de dicho mecanismo es:

. K>k, [H1?[NIT][DOP]
((FF]+ K (1 + £ [HY)

(4.72)

Este mecanismo concuerda con los 6rdenes parciales y el orden total de reac-
cién que determinados con anterioridad. Al comparar la ecuacién de velocidad
tedrica (4.72) con la experimental:

v = kops[NIT] [DOP] 4.73)
se obtiene que:
KZ ka [H+]2

kobs: N 3 N
(IH*]+ KD (1 + 5 1Y)

(4.74)
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[DOP]l, /M v,/ Ms™! [DOP], /M v,/ Ms™!
598107  9,37-107° 1,20-107%*  1,76-1078
798107  1,24-1078 1,59-107%  2,57-1078
9,97-10™°  1,60-1078 1,99-107%  3,19-1078
(4.69)
2_
724 R™=0,993 .
[
-17,6 <
a° °
£ 18,0 - e
-18,4
[ 7
T T T T T T T T T
-9,8 9,6 -9,4 -9,2 -9,0 -8,8 -8,6 -8,4
In [DOP],

Tabla 4.23 y Figura 4.49: Influencia de la concentracién de dopamina en la velocidad
inicial de nitrosacién. [NIT], = 1,20-1073 M, pH=4,01,1=0,2M, T =20,0 °C.
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[NIT]o /M v/ Ms™! [NIT]o /M v/ Ms™!
1,66-107*  3,37-1078 3,31-107%  7,05-1078
2,08-107%  4,18-1078 4,15-107%  8,22-1078
2,49-107%  5,13-1078
(4.70)
-16,0
R*=0,992
-16,4 — °
[ ]
<~
5168 e
@
-17,2 (7
T T T T T T T T T T
-8,8 -8,6 -8,4 -8,2 8,0 -7,8
In [NIT],

Tabla 4.24 y Figura 4.50: Influencia de la concentracién de nitrito en la velocidad inicial
de reaccién. [DOP], =1,32:1073 M, pH=3,98,1=0,2M, T =20,0 °C.
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pH  kobs / M lg7t PH  kops / M 1s!

2,6 0,3218 3,5 0,0869
2,8 0,2625 3,7 0,0328
3,0 0,1998 3,9 0,0115
3,1 0,1677 4,0 0,0046
3,3 0,0991 4,1 0,0017
4.71)
0,4
R*=0,993
[ ]
0,3
_ [
‘»
i 0,2 - D
= Q
2% 0,1+ ® °
e _
0,0 T T T T T T T T T
2,4 2,7 3,0 3,3 3,6 3,9 4.2
pH

Tabla 4.25 y Figura 4.51: Influencia de la acidez del medio en la constante de velocidad.
[DOP], = [NIT], =6,0-107* - 2,02-1073 M, I = 0,2 M, T = 20,0 °C.

La figura 4.51 muestra el ajuste de esta ecuacién a los datos experimentales.
Como con la tiramina, con €l se han determinado los pardmetros a y :

a[H+]2
(H']1+ Ky)(1+ BHT])

kobs = (4.75)
Por minimos cuadrados se ha calculado que:

a=1.100+ 100 M 257!
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K4

HNO, NO, + H*
Kz
HNO, + H* H,NO," / NO* + H,0
OH OH . OH
HO HO HO
H H
K, K
+ H2N02+/No+ a NO + NO —b;
Ka
NH, NH, NH,
OH B OH OH B
(@) O HO
H
H,O
NO > NOH - NO
ks, lenta
NH, B NH, NH, |

Esquema 4.4: Mecanismo propuesto para la nitrosaciéon de la dopamina.

B =2.400 + 400 M~}

Se observa un valor de § inferior al de la tiramina y dos 6rdenes de magnitud
mayor para a. Como K, =3-107' M1, resulta que:®!

k,=(3,66+0,03)-10° M~ s7!

Este valor es coherente con un ataque del ion nitrosonio/nitrosacidio a la dopa-
mina controlado por difusién. En la seccién 5.1 se discuten estos resultados.
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4.4.7. Influenciade lafuerzaiénica

La figura 4.52 muestra los resultados de experimentos cinéticos con la fuerza
i6énica como variable. La no influencia de la misma, sugiere que en la etapa
determinante de velocidad no intervienen especies con carga.

I/M  kgps / M71s7! I/M  kgps / M71s7!
0,003  6,852:1073 0,205  4,625-1073
0,060  5,148:1073 0,401  5,291:1073
0,099  7,145-1073

T T T
0,00 0,15 0,30 0,45 0,60

12
1

Tabla 4.26 y Figura 4.52: Influencia de la fuerza iénica en la constante de velocidad.
[DOP], = [NIT], = 6,0-107% - 2,02-1073 M, pH = 4,1, T = 20,0 °C.

4.4.8. Efecto isot6pico cinético

Con objeto de verificar el mecanismo propuesto (figura 4.4), que incluye
como etapa limitante una transferencia proténica con ruptura del complejo
sigma, se programaron experimentos cinéticos paralelos en H,O y D,O para
comprobar la existencia de un efecto cinético isotépico.

Se trabaj6 a pH muy acido, de modo que (k,/Kpk,)[H*] > 1y [H*] > Kj, lo
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que implica que la ecuacién 4.74 se simplifica en la forma:

H,O H,0O H,O

kobs _ KZ kc
D,0 = ,D,0 ;D,0

kObs K2 k¢

(4.76)

ApH =2,1, los valores de la constante de velocidad k?zo =0,4202 M1 g1 y
kg2 =0,3264 M~! s~ Como K} 2°/K;° se conoce (pagina 188), resulta que:

c =3,47 4.77)

lo que apoya el mecanismo propuesto.

4.4.9. Influenciade la temperatura

Como en el caso de la fenetilamina (seccién 4.2.9) y tiramina (seccién 4.3.7)
se estudio la influencia de la temperatura sobre la constante de velocidad kgps.
Se trabajo en el intervalo T = 22,5y 35,0 °C en las condiciones que se indican en
la tabla 4.27.

T/°C  kops /M7 1s7! T/°C  kgps /M 1s7!
22,5 1,812-1072 32,5 5,149-1072
25,0 2,523-1072 35,0 6,811-1072
30,0 4,048-102

Tabla 4.27: Influencia de la temperatura en la constante de velocidad. [DOP], = [NIT],
=6,0-1074-2,01-1073 M, pH=3,76, [ =0,2M

Como muestra la figura 4.53, los resultados se ajustan bien a las ecuaciones
de Arrhenius y Eyring. Se obtuvieron los siguientes valores para los parametros
de activacion.
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y=0Q27+1)+(79+2)-10°x (4.78)

R*=0,996
_2’8 _

32

obs

In k

-3,6

4,0 |

— 77T
-406 -404 -402 -400 -398 -396 -394 -392 -390 -388 -386

(RT)'/10° mol -J"

y=(21+1)+(76+2)-10°x (4.79)

844 R*=0,995
-8,8 |

£ 92

Ink /T

9,6 |

A0+ FF—F——7—
406 -40,4 -402 -400 -398 -396 -394 -392 -390 -388 -386

(RT)'/10° mol -]

Figura 4.53: Cumplimiento de las ecuaciones de Arrhenius (gréfica superior) y Eyring
por los resultados de la tabla 4.27.
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E,/Xmol™ AH*/Kmol™' AS*/JK ! mol™?
79 +2 76 + 2 20+ 8

Tabla 4.28: Parametros de activacién de la reaccién de nitrosacién de la dopamina a
partir de los datos de la tabla 4.16

4.4.10. Estructuray reactividad de la dopamina

De igual modo que con la tiramina (pdgina 191), se ha optimizado mediante
célculos ab initio (DFT-B3LYP 6-31+G (d,p)) la estructura de la dopamina (figura
4.54) para determinar a continuacion el mapa de densidad electrénica de la
molécula (figura 4.55) con el fin de estimar la posicién més favorable para la
nitrosacion.

Como puede observarse en la figura 4.55, de las tres posiciones en las que
se puede nitrosar la dopamina, la que tiene mayor densidad electrénica es el
carbono 5 del anillo aromadtico, situado en posicién orto respecto a la cadena
lateral del aminoetilo, posicién para respecto al alcohol del carbono 2 y posicién
meta con el alcohol del carbono 1.

Figura 4.54: Estructura calculada de la dopamina. DFT-B3LYP 6-31+G (d,p).
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Figura 4.55: Mapa de densidad electrénica de la dopamina. DFT-B3LYP 6-31+G (d,p).

También se calculé qué complejo de Wheland de los tres posibles es el mas
estable, tomando como referencia la energia de las moléculas de dopamina
y del ion nitrosonio. La figura 4.56 muestra que también la posicién 5 es la
mads favorecida, ya que su complejo o es el de menor energia, por lo que es de
esperar que la nitrosacién de la dopamina se produzca mayoritariamente en
esta posicion.

4.4.11. Determinacién del producto de reacci6on

Mediante espectrometria de masas se ha determinado el producto de la reac-
cion de nitrosacién de la dopamina. La figura 4.57 muestra el espectro de masas
realizado a una mezcla de dopamina y nitrito sédico tras 24 horas de reaccién. Se
puede ver como el producto mayoritario de la reaccién coincide con el peso de
la dopamina nitrosada (m/z = 182,1). Los picos restantes se deben a impurezas
puesto que no se pueden asociar a la masa de ningtin reactivo ni producto, ni a
ningin fragmento de los mismos. No aparece el pico de masa-carga asociado
a la masa de la dopamina, 153,08 g/mol, de lo que se deducen dos cosas: en
primer lugar, que toda la dopamina ha reaccionado; y en segundo lugar, que la
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OH OH OH OH
HO HO HO HO NO
+ NO* ON NO H
H H
NH, NH, NH, NH,
0 -
0 kJ/mol
°
-100 -
E
—
)
-200 | - -166,2 kJ/mol
Zj 170,8 kj/mol -189,1 kJ/mol
-300

Figura 4.56: Diferencias de energia calculadas para los posibles complejos o de la
nitrosacién de la dopamina. DFT-B3LYP 6-31+G (d,p).

reaccién de N-nitrosacion es despreciable puesto que en esa misma relacion
masa/carga se encontraria el alcohol producido en esta clase de nitrosaciones.

4.4.12. Actividad biolégica de la nitrosodopamina

Test de Ames

Mediante el test de Ames se ha estudiado si la nitrosodopamina sintetizada
es un compuesto mutdgeno. Se han utilizado las cepas TA98 y TA100, en ausencia
y presencia de complejo de activacién metabdlica S9 segtin se ha descrito en la
pagina 134. Los resultados que se muestran en la tabla 4.29 y representados en
las figuras 4.58 y 4.59 apuntan a que la nitrosodopamina no tiene propiedades
mutagénicas. En la figura 4.58 se puede ver cémo en el test de Ames para TA98
sin activacién aparece un punto sobre 30 pg de nitrosodopamina por placa que
puede ser significativo y representar una dosis mutagénica. Se ha repetido el
test de Ames en las mismas condiciones y con unas dosis cercanas a las de ese
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punto para refutar esta suposicion. El resultado de este experimento se muestra
en la tabla 4.30 y la figura 4.60, donde se puede ver que la nitrosodopamina, en
ese intervalo de dosis, no tiene una respuesta significativa para el test de Ames.

100

182,1

< 80
B
= 60
) _
8
Q
g 40 144,9
E
20
% 210,1 3363
0 ! T ! T ¥ f 1 T 1 T T T T T
100 150 200 250 300 350 400 450

mlz

Figura 4.57: Espectro de masas por impacto electrénico positivo de la dopamina nitro-
sada.

ug NDOP / placa TA98 TA98+S9  TA100 TA100+S9
control negativo 12 +2 2812 194+ 9 80+ 10

10 17 290 197 + 16 79+2
30 24 2812 200 £ 27 804
100 18 29 175 75
300 18+4 28+2 203 82
1000 190 31+4 170 £ 5 79+ 6
control positivo 404 + 2 426 1.209 740 + 10

Tabla 4.29: Resultados del test de Ames aplicado a la nitrosodopamina. Controles po-
sitivos: TA98: 10 ug NPD, TA98 + S9: 2 ug 2AA, TA100: 0,3 ug 4NQO y TA100 + S9 2 ug
2AA.
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Figura 4.58: Test de Ames de la nitrosodopamina TA98. Los resultados sin extracto S9 se
muestran de color naranja y los resultados con extracto S9, de color verde.
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Figura 4.59: Test de Ames de la nitrosodopamina TA100. Los resultados sin extracto S9
se muestran de color naranja y los resultados con extracto S9, de color verde.
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1g NDOP / placa TA98

control negativo 17,5+ 0,7

20 17
40 20
60 19
80 18+1
control positivo 365

Tabla 4.30: Test de Ames de la nitrosodopamina. Control positivo: TA98: 10 ug NPD.
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Figura 4.60: Test de Ames de la nitrosodopamina TA98.
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Test de aberraciones cromosomicas

En la tabla 4.31 se puede ver c6mo la nitrosodopamina ha sido incapaz de
crear alguna aberracién cromosoémica en las células V-79 tras seguir el procedi-
miento descrito en la pagina 139. Esto quiere decir que la nitrosodopamina no
es un compuesto genotdxico, al menos hasta la concentracion que la solubilidad
del compuesto en DMSO ha permitido medir (5,5-1073 M).

[NDOP] / uM CIG CSG C(CTB CSB ACENT DIC

control negativo 0 0 0 0 0 0
5,5 0 0 0 0 0 0
55 0 0 0 0 0 0
550 0 0 0 0 0 0

5.500 Concentracién téxica para las células
control positivo 8 4 28 14 0 0

[NDOP] / uM TRI TET OTRO RING MA % AC

control negativo 0 0 0 0 0 0
5,5 0 0 0 0 0 0
55 0 0 0 0 0 0
550 0 0 0 0 0 0

5.500 Concentracion toxica para las células
control positivo 16 2 0 4 0 42

Tabla 4.31: Aberraciones cromos6micas inducidas por la nitrosodopamina en células
eucariotas V-79. Las abreviaturas son: CTG, hueco en la cromatida; CSG, hueco en el
cromosoma; CTB, ruptura en la crométida; CSB, ruptura en el cromosoma; ACENT,
fragmento acéntrico; DIC, cromosoma dicéntrico; TRI, cromosoma trirradial; TETRA,
cromosoma tetrarradial, OTRO, otra aberracion; RING, cromosoma anular; MA, me-
tafase multiaberrante; % AC, % de células aberrantes, excluyendo CTG y CSG. Control
positivo: MMC 1,5 uM.
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Test del MTT

La figura 4.61 muestra la supervivencia de las células V-79 tras 24 horas
de exposicién a diferentes concentraciones de nitrosocompuesto. Se puede
ver que este compuesto es mas citotéxico que la nitrosotiramina, ya que a
concentraciones similares de compuesto, la nitrosodopamina puede provocar la
muerte en el 40 % de las células del frasco. Gracias a los datos obtenidos ha sido
posible calcular extrapolando la concentracién que mataria a la mitad de las
células del experimento, denominada concentracién inhibitoria media (ICs).
Para la nitrosodopamina, en estas condiciones, el valor aproximado de ICs es
3,4-1073 M.

[NDOP] / uM  Supervivencia

a 82,5 (102 + 4) %
b 275 97 +6)%
c 825 85+ 8)%
d 2.800 60 +5)%
120
— ¢
8 ‘\o
=1 \
()
E °
<
=
w
X
I T T T T
100 1000
INDOP]/10° M

Tabla 4.32 y Figura 4.61: Supervivencia celular de V-79 en funcién de la concentraciéon
de nitrosodopamina.
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4.5. Nitrosacion de la serotonina

4.5.1. Estudio espectrofotométrico

El hidrocloruro de serotonina es la forma comercial de este neurotransmisor.
Se ha comprobado que su solubilidad es muy adecuada para un estudio cinético
de nitrosacioén. La figura 4.62 muestra los espectros de absorcién de diferentes
concentraciones de este compuesto.

2,4

absorbancia

0,6 +

0,0 : : : : — , [ , [ ,
200 250 300 350 400 450 500

longitud de onda / nm

Figura 4.62: Espectro de absorcion de la serotonina. [SER] = 6,43-1075-3,64-107% M, pH
=3,2, T =20,0°C.

Las dos bandas de absorcién que presenta la disolucién de serotonina (SER)
entre 250 y 325 nm una, y otra, més energética, con una banda que llega hasta
245 nm, son caracteristicas de los indoles, aunque la presencia de un alcohol
en su estructura desplaza las bandas hacia posiciones menos energéticas. A
pH 4cido la segunda banda muestra dos picos diferenciados y solapados con
maximos en 275 nm, el més intenso y en 296 nm el més débil. Los coeficientes
de extincién molar de estos picos se han calculado mediante la ecuacién de
Lambert-Beer (pagina 154) seglin muestra la figura 4.63.

£SER, 275 nm = 5.600 £200 M~ cm ™!
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[SER] /M  Azrs  Aoge [SER] /M Azs  Aoge
6,43-10™° 0,287 0,225 2,57-100% 1,435 1,158
1,07-107%* 0,603 0,489 3,21-107% 1,709 1,369
1,50-107% 0,771 0,614 3,64-107% 2,020 1,633
2,14-107% 1,198 0,968
(4.80)
y =—(0,03 +0,03) + (4.500 + 100) x (4.81)
2,4
R*=0,995
L)
1,8
K
Q
% 1,2
0
—
2
< 0,6
0,0 L T T T T T T

I I
0,00006 0,00012

I
0,00018

I
0,00024

[SER] /M

I
0,00030

I
0,00036

Tabla 4.33 y Figura 4.63: Cumplimiento de la ley de Lambert-Beer por la serotonina. A
=296 nm (verde), A =275 nm (naranja), pH = 3,2, T = 20,0 °C.

£SER, 206 nm = 4.500 £ 100 M~ ecm ™!

El alcohol de la serotonina, unido a un grupo aromatico, tiene un pK, =
10,73. Al aumentar la basicidad del medio, su protén se pierde, haciendo que
la carga negativa del grupo alcoxi se distribuya por el indol desplazando sus
bandas de absorcién, debidas a las transiciones 7 — 7%, hacia posiciones menos
energéticas. Como la amina se encuentra alejada del anillo aromético por dos
carbonos alifaticos, apenas tiene influencia en la forma en la que la molécula
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absorbancia
\\

0,4
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Figura 4.64: Variacién del espectro de absorcién de la serotonina segin el pH.
[SER] =2,14-107* M, T =20,0 °C.

absorbe.

Mediante el procedimiento descrito en la seccién 3.1.2.3, se estudi6 la variacién
en el espectro de la serotonina con el pH (figura 4.64). Al aumentar el pH, el pico
con el maximo en 275 nm no cambia, el pico en 296 nm desaparece y aparece un
nuevo pico centrado en 322 nm. También se desplaza hacia posiciones menos
energéticas la banda ultravioleta del espectro. El espectro de absorcién tiene
dos puntos isosbésticos en 265 nm y 308 nm, que no son interesantes desde el
punto de vista cinético, puesto que no existe un cambio en el espectro hasta un
pH superior a 8.

4.5.2. Reaccion entre serotoninay nitrito

El seguimiento de los espectros de absorcién de una mezcla serotonina-
nitrito s6dico en medio 4cido muestra que la reaccién que se produce entre
ambos es muy rdpida. La figura 4.65 ilustra los cambios de esos espectros alo
largo del tiempo de reaccién (a los 60 minutos ya ha transcurrido el 80% de la
misma).

La reaccion se ha seguido cinéticamente (figura 4.66) en A = 371 nm, que
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2,4

absorbancia
o
|
/

N \
- \ -

1Y —— S
240 300 360 420 480 540 600

longitud de onda / nm

Figura 4.65: Variacién con el tiempo del espectro de absorciéon de la fenetilamina du-
rante su nitrosacién. Los primeros seis espectros han sido tomados cada 10 minutos. El
resto cada 40 minutos. [SER] = 3,03-10~* M, [NIT] = 3,01-1073, pH = 3,90, T = 20,0 °C.

corresponde al maximo de absorcién del producto de nitrosacién, por su gran
intensidad y porque coincide con la longitud de onda del sistema 4cido nitro-
so/nitrito, estudiado con anterioridad (seccién 4.2.4).

Para determinar el coeficiente de absorcién molar de la nitrososerotonina (fi-
gura 4.66) se trabaj6 con disoluciones de seis concentraciones de serotonina. Se
observa que, aunque la absorbancia crece rdpidamente, no se alcanza una mese-
ta sino que continta creciendo, aunque lentamente. Como este comportamien-
to sugiere un mecanismo de reacciones consecutivas, ello se ha interpretado a
través de una segunda nitrosacién (véase seccién 4.5.11):

HNO, HNO;

SER SER-NO

(kohs,l ) (kobs,z)

SER-(NO), (4.82)

4.5.3. Tratamiento cinético de reacciones consecutivas

El tratamiento cinético de reacciones consecutivas es de cierta complejidad
desde el punto de vista matemadtico, especialmente en reacciones de orden dos
o tres, como son las de nitrosacion en las que el agente nitrosante es el ion
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Figura 4.66: Variacién de la absorbancia con el tiempo durante la nitrosacién de la
serotonina. A = 371 nm, [SER] = 3,78-107° - 1,28-10~* M, [NIT] = 3,01-1073, pH = 3,92,
T =20,0°C.

nitrosonio/nitrosacidio o el triéxido de dinitrégeno (péaginas 55y 59).

La forma més comun de solventar este problema consiste en aumentar la con-
centracion de uno de los reactivos para, mediante el método de aislamiento,
crear una sucesioén de reacciones de pseudoorden uno.?*® En el caso de la seroto-
nina, el nitrito ha sido el reactivo que se ha puesto en exceso, ya que al comienzo
del estudio cinético no se conocia su orden parcial. Con esta simplificacion,
el tratamiento matematico de dos reacciones consecutivas de orden uno es
asequible. Por simplicidad, se muestra la secuencia de la ecuacion 4.82 de la
siguiente forma:

AR gk ¢

Para calcular los pardmetros cinéticos de estas reacciones, en primer lugar
hay que conocer las velocidades de formacion y desaparicién de cada uno de
los compuestos que en ellas participan.

La velocidad de desaparicion de la serotonina, A, estd regida por la constante de

velocidad k;:
A
—M =k [A] (4.83)
dt
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La serotonina mononitrosada, B, después de formarse, puede volver a nitrosarse

y desaparecer:

d(B
% = k1[A] - k2 [B] (4.84)

En esta ecuacion, k; [A] representa la formacion de B a partir de A y el término
k2 [B] representa la transformacion de B en C. La velocidad de formacién de la
dinitrososerotonina, C, se calcula mediante la ecuacién:

d[C]

La ecuacion 4.83 representa un proceso de primer orden. Reordenando la

ecuacion e integrando

dlA] f

-———= | kidt (4.86)
f A] !

se obtiene c6mo varia la concentracién de serotonina en el tiempo:
[A] = [Aloe 1! (4.87)

donde [A], es la concentracion inicial de serotonina, que se convertird en los
distintos compuestos:
[Alo = [A] + [B] + [C] (4.88)

Para conocer la concentracién de B se puede utilizar la solucién de la ecua-

cion 4.83: 4B
% = k1[Aloe M1 — ky [B] (4.89)

Reordenando los términos de esta ecuacién se observa que se trata de una
ecuacion diferencial lineal de primer orden:
d[B
—[ ] + ko [B] = k1 [A]oe_klt (4.90)
dt
Para resolverla se puede multiplicar en ambos lados de la ecuacién por el factor
integrador e’
( d[B]
+

— ko [B]) eF2t = [y [Aloe Bt ket (4.91)
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y simplificar:

d[B
—;t] e*2! + Ky [Blef! = Ky [Al et mR)! (4.92)

La parte izquierda de la ecuacion es igual a:

diBl ., e d((Blef)
—_— + ky[Ble™? = —— 4.93
a7 e 2[Ble ar (4.93)
Asi que sustituyendo en la ecuacion 4.92:
d([B]e*2!
% = ki [Al,e® 7! (4.94)
e integrando:
d B kgt
f%dt = f ki [Aloee =7 gy (4.95)
se obtiene la solucién de la ecuacién:
k
Bleft = —L (Al 4 p (4.96)

ko —ky

Donde D es una constante de integracién. Para calcular su valor, tras despejar la
concentracion de B,

k1

—ky t —kyt
=——e Al + De " 4.97
kz—kle [Alo + De ( )

(B]

se calcula la concentracién inicial de B a tiempo cero. De esta forma, la ecuaciéon
anterior queda de la siguiente manera:

B, = AL 5 4.98)
o

Despejando D y sustituyendo en 4.97:

T k-l

[B] [Al,(e 1! — e7kety 4 [B] e 72! (4.99)

En esta ecuacion, el primer término del lado derecho representa la mononitro-
soserotonina que hay en el medio tras su formacién a través de la nitrosacioén de
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la serotonina y la posterior desapariciéon por otra nitrosacién, mientras que el
segundo término describe la mononitrososerotonina que esté presente inicial-
mente. Como esta cantidad es cero, la expresion anterior se puede simplificar:

ki [Alo ot _ gkt
(Bl = . ) (4.100)

Para la segunda reaccion, la formacién de dinitrososerotonina (C) a partir
de mononitrososerotonina, la ecuaciéon vuelve a ser la de un proceso de primer
orden, por lo que su solucién es inmediata:

[C] = [Alo |1 (kpe Bt — ket (4.101)

kz—

Calculadas las concentraciones de cada uno de los compuestos de las reac-
ciones consecutivas se procedi6 a ajustar estas ecuaciones a los resultados
experimentales. En A 371 nm, s6lo absorben los compuestos B y C. Como:

AB = EBl[B] (4.102)
Ac =ecl[C) (4.103)

se puede deducir la absorbancia a lo largo del tiempo de la reaccién:

kl [A]o ( -kt _ _kzt)-i-EC[A]O

kpe M1t — ke *ty| 4.104
ko — Ky kz—k (koe™ 1€ )| (C )

A=egl——

Para comprobar que el mecanismo de reacciones consecutivas propuesto
encaja con las curvas cinéticas medidas en la nitrosacion de la serotonina, se
realizaron varios experimentos a diferentes pHs, ajustdndolos a la ecuacién
4.104. Las figuras 4.67, 4.68 y 4.69 muestran el ajuste de los datos experimentales
y la absorbancia de los compuestos B y C alo largo del tiempo. Como el ajuste
es excelente, se decidié seguir las reacciones de nitrosacién por este método de
trabajo.
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Figura 4.67: Ajuste de las cinéticas a la ecuacién 4.104. La absorbancia total, A, se
muestra de color naranja, Ag de color pardo y Ac de color verde. pH = 4,05 (gréfica
superior) y 3,77 (gréfica inferior), [SER] = 1,31-107* M, [NIT] = 3,02-10~3, T = 20,0 °C.
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Figura 4.68: Ajuste de las cinéticas a la ecuacién 4.104. La absorbancia total, A, se
muestra de color naranja, Ag de color pardo y Ac de color verde. pH = 3,54 (gréfica
superior) y 3,32 (gréfica inferior), [SER] = 1,31-10~4 M, [NIT] = 3,02-1073, T = 20,0 °C.
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Figura 4.69: Ajuste de las cinéticas a la ecuacién 4.104. La absorbancia total, A, se
muestra de color naranja, Ag de color pardo y Ac de color verde. pH = 3,12 (gréfica
superior) y 2,88 (gréfica inferior), [SER] = 1,31-10~ M, [NIT] = 3,02-1073, T = 20,0 °C.
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4.5.4. Coeficientes de absorcion molar

La ecuacion 4.104 tiene cuatro variables: g, £c, k1 (kobs,1) Y k2 (kobs,2). Los
ajustes matemadticos permiten calcular con una incertidumbre moderada sus
valores. Para simplificar los célculos y reducir el nimero de variables y el error de
los ajustes posteriores, se han determinado los coeficientes de extincién molar
preparando seis experimentos en los que se modificaron las concentracién de
serotonina mientras se mantenian constantes la concentracién de nitrito y el
resto de los pardmetros termodindmicos como pH, fuerza iénica y temperatura.

[SER] /M Ap Ac [SER] /M Ap Ac

9,02:107°  0,6545 0,9384 1,805-107% 11,3478 11,8479
1,203-107*  0,8830 11,2515 2,106-107* 11,5567 2,1435
1,504-107* 11,0951 1,5328 2,407-107* 11,7790 2,4795

y=1(0,02£0,02) + (10.100 £ 100)x

R*=0,999
2,4 )
R*=0,999
K
Q |
S 18 )
(3]
0
—
2 124
e}
© P
0,6 €
T T T T T T T T T
8 12 16 20 24

[SER] / 10°M

Tabla 4.34 y Figura 4.70: Cumplimiento de la ley de Lambert-Beer por los compuestos
B (naranja) y C (verde). [NIT] = 6,028-1073 M, pH = 4,02, T = 20,0 °C.
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De esta forma, ajustando los datos experimentales al mecanismo de reac-
ciones consecutivas, se ha determinado la absorbancia que corresponderia a
cada producto, para, a continuacién, mediante la ley de Lambert-Beer determi-
nar los coeficientes de absorcién representando estas absorbancias frente a la
concentracion inicial de serotonina. Los resultados de esta experiencia, repre-
sentados en la figura 4.70, muestran que los coeficientes de absorcién molar de
la mononitrososerotonina y la dinitrososerotonina son:

€8, 371 nm = 7.500 £ 80 M ! cm™! (4.105)

€¢,371nm = 10.100+ 100 M~ ! cm™! (4.106)

4.5.5. Influencia de la concentracion de nitrito

Para conocer los 6rdenes parciales respecto a la concentracion de nitrito
se disefiaron varios experimentos en los que se modificé la concentracién de
nitrito en exceso en cada caso. Como las constantes determinadas son pseu-
doconstantes de orden uno, la verdadera constante de velocidad de reaccién
se encuentra multiplicada por la concentracién de nitrito elevada a su orden

parcial:
kobs = k[NIT]" (4.107)

Tomando logaritmos se obtiene la ecuacion de una recta a la que se ajustaron

los datos experimentales (figura 4.71)

In kops = In k + nIn[NIT] (4.108)

A partir de las pendientes de las rectas ajustadas de las ecuaciones 4.111
y 4.112 se encontraron 6rdenes parciales dos y uno respecto a la primera y
segunda reacciones de nitrosacion, respectivamente, lo que sugiere distintos
mecanismos:

V1 = kops 1 INIT]?[SER] (4.109)
V2 = kops 2 [NIT] [SER] (4.110)
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INIT] /M kobs1 /8™t kobsz /St INITI/M  kops1 /S kobsz /s

3,014-1073 1,755-107% 7,025-107°> 5,727-107% 6,798-1073 1,329-107*
3,919-107% 3,097-10°% 9,812:107° 6,632-107% 8,276-10°3 1,673-107*
4,823-1073  4,316:107% 1,163-107* 7,536:107% 1,162-1072 1,828-107*

(4.111)
y=—(3,6+0,3)+(1,03+0,04)x (4.112)
9
48- R*=0,994 . o
-5,6 - s
6,4 - c
&5 = , =
-8,8 _
= R*=0,988
-9,2 -
-9,6
T T T T T T T T T T
-5,8 -5,6 -5,4 -5,2 -5,0 -4,8

In [NaNO ]

Tabla 4.35 y Figura 4.71: Influencia de la concentracién de nitrito en las constantes de
velocidad kops,1 (naranja) y kops 2 (verde). [SER], = 1,53-1074 M, pH=4,00,1=0,24M,
T=20,0°C.

4.5.6. Influencia de la acidez del medio

Para investigar las dos etapas del mecanismo de nitrosacién de la serotonina,
el primer objetivo fue determinar las correspondientes constantes de velocidad.
Se utiliz6 para ello el ajuste a la ecuacion 4.104 de los resultados de varios experi-
mentos cinéticos a distintos pHs, mantenidos constantes los demds parametros.
Las figuras 4.72 y 4.73 muestran los resultados obtenidos.

Para la primera nitrosacién se ha propuesto un mecanismo basado en las
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reacciones de N-nitrosacion, como el de la nitrosacién de fenetilamina (sec-
cion 4.2.7). En él, la etapa limitante de velocidad es el ataque del tri6xido de
dinitr6geno sobre el nitr6geno del anillo indélico (esquema 4.5).

Ki
HNO, NO, + H*
K>
HN02 + H+ sSS—— H2NO2+ / NO++H20
K3
H,NO,® + NO, N,O; + H,0
HO NH, . HO NH;
N + NO; —2— N + HNO
; N\
NO

Esquema 4.5: Mecanismo propuesto para la primera nitrosacién de la serotonina.

Del mecanismo propuesto se deduce la ecuacion de velocidad 4.113, similar
ala encontrada con la fenetilamina (ecuacién 4.34, pagina 169).
[NIT]?[H*]?[SER]

=k K3K2 K; 4.11

Sin embargo, dada su condicién de heterodtomo aromadtico, el nitrégeno in-
ddlico sélo se protona en condiciones de extrema acidez, por lo que hay que
descartar su paso a nitrégeno cuaternario que inhibiria la reaccién de nitrosa-
ci6n. 259 Con ello, la ecuacion de velocidad se simplifica, no dependiendo de la
constante de acidez de la amina (en la ecuacion 4.34, K; >> [H*]).

De la comparacién de las ecuaciones de velocidad experimental y teérica se
desprende inmediatamente que:
[H*)?

k =k KKKy ———— 4.114
obs1 = KaRsRaR1 e s ( )
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pH  kobs,1 / M 257! PH  kobs / M 257!
2,81 910,8 3,71 161,3
3,12 590,3 3,77 129,2
3,32 417,3 3,98 65,7
3,54 260,4 4,05 47,5
3,55 233,1 4,53 10,7
(4.115)
1000
e R*=0,998
800 —
:w 600 — .
=
~_ 400 D)
< :
200 - o
S-e
0 T T T T T T T T T T T T T T T '9 T
26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46

Tabla 4.36 y Figura 4.72: Influencia de la acidez del medio en la constante de velocidad
Kobs,1- [SER]o = 1,31-107* M, [NIT] = 3,02-1073, I = 0,24 M, T = 20,0 °C.
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pH kobs,z /Mgt pH kobs,z /M~ Llg!

2,81 4,685-1072 3,71 1,267-1072
3,12 3,308-102 3,77 9,95-1073
3,32 2,703-1072 3,98 5,96-1073
3,54 1,911-1072 4,05 3,56-1073
3,55 1,768-102 4,53 1,5-107%

(1.300 + 200) (10~ %)2

F— . — (4.116)
(10-*+6,65-1074)(1 + (18.000 + 3.000) 10~¥)
5 | R*=0,994
T 4]
=
=
~. 2
kg 14
0 T T LI LA E N E N L I R

26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46
pH

Tabla 4.37 y Figura 4.73: Influencia de la acidez del medio en la constante de velocidad
Kobs,2- [SER] = 1,31-107* M, [NIT] =3,02:1073, I = 0,24 M, T = 20,0 °C.
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La ecuacion 4.114 se ha ajustado a los datos experimentales para determinar
los pardmetros a y § de la relacion:

[H*]?

kobs,l =
Los valores de estos pardmetros, seglin los ajustes que se muestran en la figura
4,72, son:

a=1430+30M 257!
B=(40+1)-107°M

De nuevo, el valor del pardmetro f sirve como comprobacién de que el ajuste
es correcto desde el punto de vista quimico, ya que se trata de la constante de
equilibrio Kj. El valor de su logaritmo negativo proporciona un pK; de 3,3 + 0,2,
que es consecuente con el valor real 3,17 (tabla 2.1).

Con el parametro a se calcula la constante de velocidad de la reaccién de

nitrosaciéon k,:
a

- KKKy
Como el valor de K; K> K3 es, precisamente, la constante de Markovits (seccién
2.2.2) cuyo valor se conoce: % Kj; = 3,03-1073 M, el valor de k, es inmediato:

(4.118)

a

ko=(4,8+0,1)-10°M 's7!

El valor de la constante k, es muy alto, pero es dos 6rdenes de magnitud
mas pequeno que el limite para que la reaccién se considere controlada por
difusion. 260

Para la segunda reaccién de nitrosacién se ha comprobado que el meca-
nismo de C-nitrosaciéon que se ha utilizado para la tiramina y la dopamina se
ajusta bien a los datos experimentales de la figura 4.73. El esquema 4.6 muestra
el mecanismo propuesto.

A partir de este mecanismo se deduce la ecuacion de velocidad:
ko K>[SER][NIT][H"]?

Uy = " a N (4.119)
(IH*]+ KD (1 + 25 [H))
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Ki
HNO, NO, + H*
. Kz . .
HNO, + H H,NO,* / NO* + H,0
HO NH;
N\
ON N
HO NH; H NO
A\ + + ka Kb
+ HoNO,'/NO* —
N ka
.
}\IO HO NH,
N\
ON N
\
H NO
\ _H0 _ \ - \
k., lenta
ON N HON N ON N
H NO NO NO

Esquema 4.6: Mecanismo propuesto para la segunda nitrosacion de la serotonina.

que concuerda con los resultados experimentales de orden uno para cada uno de
los reactivos. Para ajustar los datos experimentales con la ecuacién de velocidad
tedrica se compara la ecuacién experimental (pagina 235) con la ecuacion 4.119,
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de la que se deduce el valor teérico de la constante de velocidad observada:

+12
Kobs2 = LC L (4.120)
(] + Kp) (1 + 254 (HY))

El ajuste de esta ecuacion a los datos experimentales también se muestra en
la figura 4.73. Con este ajuste se han determinado los pardmetros a y f:
a [H+]2

kobs,2 = 4.121
PS2 7 (H )+ K)(1+ BIHT) (4121)

donde:

a@=1.300+200 M 257!
B =18.000 + 3.000 M~!

A partir de a se puede conocer k,, puesto que K> es un valor conocido (K» =
3-107"M 1.8
ka=(4,3+0,3)-10° M 's7!

Este valor de k, es del mismo orden de magnitud que las constantes de nitrosa-
cién de otros compuestos C-nitrosados (secciéon 5.1).

4.5.7. Influencia de la fuerzaiénica

Como en el caso de los demds sustratos, se ha investigado la nitrosacién de
serotonina en medios de fuerza i6nica variable. Para ello se programaron experi-
mentos cinéticos en los que, mantenidos constantes los demads pardmetros, se
afnadian diferentes concentraciones de perclorato sédico. La figura 4.74 ilustra
el resultado de aplicar la ecuacién de Bronsted-Debye-Hiickel (pagina 120) a las
velocidades especificas de reaccién encontradas en cada caso.

La no influencia de la fuerza i6nica es coherente con el mecanismo propues-
to en el sentido de que en ninguna de las reacciones limitantes implicadas en el
mecanismo propuesto participan reactivos iénicos.
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I kobs,l kobs,Z I kobs,l kobs,2
/M /M2st /Mgt IM  /M2%st /MlsT]
0,0863 247,93 0,0309 0,3263 252,50 0,0223
0,1663 244,10 0,0293 0,4064 262,12 0,0200
0,2464 241,36 0,0217 0,4864 271,80 0,0210
2,6
2,4 | c o @ e e L
2,24
,Qé 2,0 = =
o5 1.2
o)
1,5 [ ] )
® L Y o
1,8
: T : T :
0,2 0,4 0,6 0,8
11/2

Tabla 4.38 y Figura 4.74: Influencia de la fuerza iénica en las constantes de velocidad k;
(naranja) y k, (verde). [SER], = 1,53-10~* M, [NIT] = 6,028-10~3 M, pH = 3,50, T = 20,0 °C.

4.5.8. Efecto isot6pico cinético

En esta fase de nuestra investigacion se trabajé a pH = 2,2, donde la ecuacion
4.114 (pé4gina 237) se transforma en:

kobs,1 = ka K3 K2 K3 (4.122)

A suvez, la ecuacion 4.120 (pagina 188) se reduce a:

kKo Kypk
Kobs2 = ———2—< (4.123)
k-a
Como en el pH de trabajo la reaccién es muy rapida, el seguimiento cinético

de la nitrosacion se hizo mediante técnica de flujo detenido (Stopped-Flow; ver
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apartado 3.1.1.4).

La comparacién de los valores de kops en agua y agua deuterada (97 %)
conduce, para la primera nitrosacién, a la ecuacién 4.124:

H,0
kobs,l_
D,0 ~ ;D0 ;-D,0 ,-D,0
kob&1 k, K"K,

kEZOKé{ZO K{‘Izo

(4.124)

y, para la segunda, a la ecuacion 4.125:

H,O
kobs,z _
D,0 ~ D,0 ;D,0
kobs,z KZ kc

HZ (0) Hz (0]
KZ kc

(4.125)

Los valores de las constantes de velocidad experimentales, medidas por
triplicado, se muestran en la tabla 4.39.

kobs,l / M2 S_1 kobs,2 /1\/[_1 S_1
H,0 1.232,4 5,485-1072
D,O 1.516,1 6,314-1072

Tabla 4.39: Constantes de velocidad de la nitrosacién de la serotonina segtn el disol-
vente empleado.

Como K *°/K}"° = 0,647 y que K;*°/K;"" = 2,7, para la primera nitrosa-
cién se encuentra que: 257261
H,0

a —
D20 =1,42 (4.126)
a

Este valor, pequeno para corresponder a la desprotonacién del complejo de
Wheland, es préximo al que, en procesos controlado por difusion, corresponde
a la relacién de viscosidades entre el agua y el agua deuterada, que es 1,25
aproximadamente, a 25 °C. 262
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Para la segunda reaccion de nitrosacion, el efecto isot6épico derivado de la

ruptura del complejo o es:
H,0
c _
D0 2,35 (4.127)
C

El valor obtenido es consistente con el mecanismo propuesto.

4.5.9. Influencia de la temperatura

Como en el caso del efecto isotépico cinético, para la determinacioén de los
parametros cinéticos se utiliz6 la técnica de flujo detenido que ofrece la ventaja
adicional de que, al estar termostatadas las jeringas de inyeccién, la mezcla
transcurre a la temperatura prefijada (figura 3.3, d). En el caso de la segunda
nitrosacién, las medidas cinéticas se hicieron por partida doble: flujo detenido y
espectrografia UV-visible convencional, debido a que el stopped-flow no permite
seguir tiempos muy largos de reaccion.

La figura 4.75 muestra los perfiles cinéticos de las reacciones de nitrosacién

0,9 +

o
=2}
|

absorbancia
o
®
L

wt+H—0—r—rrrr7—
o 2 4 8 8 10 12 14

tiempo / min

Figura 4.75: Variacién de la absorbancia con el tiempo durante la nitrosacién de la
serotonina a diferentes temperaturas. A = 371 nm, [SER], = 3,78-107° - 1,28:107* M,
[NIT] = 3,00-1073, pH = 3,65, T = 20,32 (verde) - 33,87 (naranja) °C.
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de la serotonina a diferentes temperaturas. Se observa coémo, al subir la tempera-
tura, aumenta mds rapidamente la pendiente del tramo inicial, asociado a kops 1,
que la del tramo final, relacionada con kps 2.

Los datos experimentales obtenidos a cada temperatura se han ajustado a la
ecuacion 4.104 que permite conocer las constantes de velocidad. Las tablas 4.40
y 4.41 muestran los valores de kqps,1 ¥ kobs,2, Fespectivamente.

T/°C  kops1 /M 2s7! T/°C  kobs1 /M 2s7!

20,32 392,85 27,09 583,91
20,32 395,51 27,11 561,37
20,32 421,38 29,33 649,55
22,55 458,24 29,33 629,24
22,55 453,08 29,33 629,25
24,95 505,46 31,86 699,74
24,95 531,70 33,87 758,50

Tabla 4.40: Influencia de la temperatura en la constante de velocidad kops,;.
[SER], = 3,78-107° - 1,28-10~* M, [NIT] = 3,00-10~3 M, pH = 3,65.

T/°C kopsp / M71s71 T1°C  kopsz / M71s71

22,55 0,0458 27,11 0,0676
23,03 0,0484 28,38 0,0710
24,95 0,0573 29,33 0,0782
24,97 0,0556 30,93 0,0865
27,09 0,0675 31,86 0,0903

Tabla 4.41: Influencia de la temperatura en la constante de velocidad kopsp.
[SER], = 3,78-107° - 1,28:10~* M, [NIT] = 3,00-10~3 M, pH = 3,65.

Las figuras 4.76 y 4.77, para kobs 1, y 4.78 y 4.79, para kops 2, muestran el buen
ajuste a las ecuaciones de Arrhenius y Eyring-Wynne-Jonnes.
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y=(20,7+0,5)+ (36 +1)-10%x (4.128)
6,8
R*=0,985
~ 6,4
<8 °
=
[ )
6,0 °
T T T T T T T T T T T
-40,8 -40,4 -40,0 -39,6 -39,2 -38,8

RT)'/10° mol -J"

Figura 4.76: Cumplimiento de la ecuacién de Arrhenius por los resultados de la tabla
4.40.

y=(14,0+0,5) +(33+1)-10%x (4.129)

R*=0,982

0,8

Ink, /T

0,4

I T I T I T I T I T I
-40,8 -40,4 -40,0 -39,6 -39,2 -38,8

(RT)'/10° mol-J"

Figura 4.77: Cumplimiento de la ecuacién de Eyring por los resultados de la tabla 4.40.
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y=(19,3+0,6) + (55+2)-10%x (4.130)
2
R*=0,991
-2,4 -
Q‘é
= -2,8
3.2 T T T T T T T
-40,4 -40,0 -39,6 -39,2

®RT)'/10° mol -J"

Figura 4.78: Cumplimiento de la ecuacién de Arrhenius por los resultados de la tabla
4.41.

y=(12,6+0,7) + (53+2)-10°x (4.131)
-8,0
R®=0,991
&= 84
I
=
-8,8
T T T T T T T
-40,4 -40,0 -39,6 -39,2

(RT)'/10° mol -J"

Figura 4.79: Cumplimiento de la ecuacién de Eyring por los resultados de la tabla 4.41.
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La siguiente tabla resume los pardmetros cinéticos encontrados:

E,/Kmol™' AH*/lJmol™! AS*/JK ! mol™!
Kobs,1 36+2 3342 -81+3
Kobs,2 55+ 2 53 + 2 -92+5

Tabla 4.42: Parametros termodindmicos calculados para las reacciones de nitrosaciéon
de la serotonina.

Para tratar de profundizar en el mecanismo de la primera nitrosaciéon se
calculo el valor de la entalpia de activacién asociada a la constante k,; como
diferencia entre la entalpia de activacién AH* y la entalpia de formacién AH,,
del tri6xido de dinitrégeno:

AH! = AHY — AHy, (4.132)

Cémo AH,, = 6,8 + 0,6 k] mol ™!, resulta que AHIf =26 + 2 kJ mol~!.% De nuevo
se obtiene un valor cercano al limite de una reaccién controlada por difusién
(20 kJ mol~1).260

4.5.10. Estructuray reactividad de la serotonina

De todas las moléculas estudiadas en este trabajo, la serotonina es la que
tiene mads sitios potencialmente nitrosables, puesto que su estructura indélica
tiene cinco posiciones libres para reaccionar, todas ellas lo suficientemente
activadas por el nitr6geno del anillo y el grupo alcohélico de la posicion 5.

Por ello se ha estimado, por medio de cdlculos computacionales, cudl es la po-
sicibn més favorecida para ser nitrosada. En primer lugar, se ha optimizado la
estructura de la molécula (figura 4.80) para, a continuacién, calcular la distribu-
cién de carga en su estructura. La reaccién de sustitucion es electréfila, por lo
que es més probable que se produzca en las posiciones con mayor densidad de
carga negativa (de color rojo). La figura 4.81 muestra el mapa de distribucién de
cargas. Se observa que el oxigeno es el &tomo con mayor carga negativa. Sin em-
bargo, como ocurri6 con la tiramina, los datos experimentales no se ajustaban a
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Figura 4.80: Estructura calculada de la serotonina. DFT-B3LYP 6-31+G (d,p).

i /

Figura 4.81: Mapa de densidad electrénica de la serotonina. DFT-B3LYP 6-31+G (d,p).
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OH OH OH OH ON H OH OH
NO ON
H H
+NO* ON
HN_ HNDD HNG) HN_ HN_ HN_
N
H,N H,N ON", H,N H,N H,N
H,N
04
= 0 kJ/mol
o
E -100 |
_
2 -200 |
S8}
< 300 -220,1 kJ/mol -223,2 kJ/mol|
el -274,5 kJ/mol
-280,9 kJ/mol -314,7 kJ/mol

Figura 4.82: Diferencias de energia calculadas para los posibles complejos o de la
nitrosacién de la serotonina. DFT-B3LYP 6-31+G (d,p).

un posible mecanismo de catdlisis por la reaccién de Fischer-Hepp. También
se puede ver que la densidad electrénica en el anillo de seis miembros de la
serotonina es mayor que la densidad en el otro anillo, por lo que es de esperar
que la reaccion esté favorecida en esos lugares.

Se ha calculado las energias de los cinco posibles complejos de Wheland que
puede formar la serotonina al nitrosarse respecto a la energia de la serotonina y
el ion nitrosonio por separado. La figura 4.82 muestra que el compuesto mas
estable con mucha diferencia es el complejo o nitrosado en el carbono 6. El
siguiente compuesto mds estable, el nitrosado en el carbono 2, es poco probable
debido al impedimento estérico de la cadena lateral adyacente. Se observa que
el complejo de Wheland en la posicién meta respecto al alcohol se encuentra
desfavorecido y que la nitrosacién en el heterodtomo de nitr6geno también
estd desfavorecida. Este resultado no estd en contraposicién con el mecanismo
propuesto para la primera reaccién de nitrosacion de la serotonina, en el que el
agente nitrosante es el tri6xido de dinitrégeno, mucho més electréfilo que el ion
nitrosonio empleado en este experimento in silico.
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4.5.11. Determinacion del producto de reaccién

Hora y media después de preparar una disolucién 4cida y acuosa de se-
rotonina y nitrito sédico se hizo un espectro de masas. El espectro obtenido,
que se muestra en la figura 4.83, corrobora el mecanismo de doble nitrosacién
propuesto en este trabajo. Se observa cémo el pico que corresponde a la masa
de la serotonina muestra una abundancia relativa baja, mientras que el com-
puesto més abundante tiene una masa/carga 205,0, correspondiente a la de la
serotonina nitrosada, consecuente con la rdpida nitrosacién que se produce
nada mas mezclar la serotonina con el 4cido nitroso. Ademads, aparece un pico
en m/z =234,1 con una abundancia relativa del 23 % acorde con la masa de la
serotonina doblemente nitrosada.

100 205,0
g 80
=]
o
8 60
8
2 404
3]
=l 234,1
5 20| 1600
2 176,1
©
0 : . | . : . | . : .
200 400 600 800 1000 1200
mlz

Figura 4.83: Espectro de masas por impacto electrénico positivo de la serotonina nitro-
sada.

Segtin los célculos computacionales, las posiciones més favorecidas para
la nitrosacién de la serotonina son las de los carbonos adyacentes al grupo
alcohdlico de su estructura. De igual modo que se hizo con la tiramina, se ha
comprobado la presencia de los compuestos nitrosados en esas posiciones
mediante la formacién de un compuesto de coordinacién con cobre (II). A
una disolucién acuosa y 4cida con serotonina y nitrito, al acabar la reaccion
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entre estos dos compuestos, se afiadié una cantidad en exceso de sulfato de
cobre (II). Tras dos dias, la mezcla creada habia cambiado de color, confirmando
la presencia de los compuestos de nitrososerotonina calculados (esquema 4.7).

HO NH, o) NH,
\ + CuSO, Cu \
N N \ON N
© NO NO

Esquema 4.7: Reaccién de complejacion de la nitrososerotonina.

4.5.12. Actividad biolégica de la nitrososerotonina
Test de Ames

El test de Ames sugiere que la nitrososerotonina no es mutagena. Tras reali-
zar el test segin el procedimiento descrito en la pagina 134, en bacterias de las
cepas TA98 y TA100, con y sin complejo de activaciéon metabdlica S9, ninguna
de las dosis de nitrososerotonina empleadas induce la aparicién de un ntimero

ug NSER / placa TA98 TA98 + S9 TA100 TA100 + S9
control negativo 19+1 2812 180 + 10 80+ 10

7 16 24 +2 150+ 3 84 +4
23 17 26£2 158 83
70 16 28 194 77
230 18 +4 30+£2 160 + 10 82
700 22+5 26+1 154 £ 2 8212

control positivo 390 + 10 426 1.080+ 80 740+ 10

Tabla 4.43: Resultados del test de Ames aplicado a la nitrososerotonina. Controles
positivos: TA98: 10 ug NPD, TA98 + S9: 2 ug 2AA, TA100: 0,3 ug 4ANQO y TA100 + S9 2 ug
2AA
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de revertientes significativamente mayor que el que se produce de forma espon-
tédnea en el control negativo. La tabla 4.43 y las figuras 4.84 y 4.85 recogen los
resultados del ensayo.

50

40
3 30 °
R e
204 ?
?, ° 1 ° ¢
= 104

0 ———r ——— ——

0 10 100
ng NSER / placa

Figura 4.84: Test de Ames de la nitrososerotonina TA98. Los resultados sin extracto S9
se muestran de color naranja y los resultados con extracto S9, de color verde.

200

(]
>
(]
160 — o . °
»
g 120 -
Q
g 80 . . - ————® .
2
40 |
0 ————— ———— ————rr
0 10 100
1g NSER / placa

Figura 4.85: Test de Ames de la nitrososerotonina TA100. Los resultados sin extracto S9
se muestran de color naranja y los resultados con extracto S9, de color verde.
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Test de aberraciones cromosomicas

El test de aberraciones cromos6micas ha demostrado que, en concordancia
con los resultados del test de Ames, la nitrososerotonina tampoco es un com-
puesto que provoque anormalidades en los cromosomas de las células V-79. La
tabla 4.44 muestra los resultados del experimento realizado segin el procedi-
miento descrito en la pagina 139. En una de las placas de las células expuestas
durante 24 horas a una concentracion 3,4 uM de nitrososerotonina se obser-
v6 una célula con un hueco en una de sus dos cromatidas. Sin embargo esta
aberracién no es significativa.

[NSER] / uM CIG CSG CTB CSB ACENT DIC

control negativo 0 0 0 0 0 0
34 1 0 0 0 0 0
34 0 0 0 0 0 0
340 0 0 0 0 0 0

3.400 Concentracion téxica para las células
control positivo 8 4 28 14 0 0

[NSER] / uM TRI TET OTRO RING MA % AC

control negativo 0 0 0 0 0 0
34 0 0 0 0 0 0
34 0 0 0 0 0 0
340 0 0 0 0 0 0

3.400 Concentracion toxica para las células
control positivo 16 2 0 4 0 42

Tabla 4.44: Aberraciones cromosémicas inducidas por la nitrososerotonina en células
eucariotas V-79. Control positivo: MMC 1,5 uM.
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Test del MTT

La serotonina, pese a que parece no ser mutdgena, ha demostrado ser muy

citotoxica en el test del MTT. Mediante el procedimiento descrito en la pagi-
na 142 se midi6 la supervivencia de las células V-79 a diferentes concentraciones
de nitrososerotonina tras una exposicién de 24 horas al nitrosocompuesto. La
figura 4.86 muestra el resultado de la experiencia.
Se puede ver como, incluso en la dosis més baja de compuesto, se produce
una mortalidad del 10 % entre las células V-79. Con una concentracién 10 veces
superior a la dosis més baja mueren todas las células del medio de cultivo. En
funcién de los datos obtenidos, se ha calculado la concentracién inhibitoria
media (ICsg) de nitrososerotonina en estas condiciones: ICsq = 3,7-107% M.

[NSER] / uM  Supervivencia

a 51 (90 +9)%
b 170 (76 £ 7%
C 510 (0,0£0,2)%
d 1.700 0,7+0,3)%
120
100 -

O\.

o]
o
|

% supervivencia
H D
o o
| |

N
o
|

o
|

T T T T
a b c d 100 1000

[NSER]/10° M

Tabla 4.45 y Figura 4.86: Supervivencia celular de V-79 en funcién de la concentracién
de nitrososerotonina.
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4.6. Nitrosacion del minoxidilo

4.6.1. Solubilidad y estudio espectrofotométrico

El resto piperidinil unido al anillo aromético de la pirimidina hace que el
minoxidilo (MIN) se disuelva con dificultad en agua, pese a la polaridad que le
confieren sus grupos funcionales (pagina 115).

En medio neutro, a 20,0 °C, se ha conseguido disolver 0,1540 g de minoxidilo
en 100 ml de agua. En medios 4cidos, donde el 6xido de amina se encuentra
protonado, la solubilidad de este compuesto iénico aumenta significativamente.

El espectro de absorcién del minoxidilo tiene tres bandas de gran intensidad
con maximos en 230, 262 y 288 nm (figura 4.87).

2,4 4

absorbancia
o
|

0,6 +

0,0

T T T T T T T T T T T
200 250 300 350 400 450 500
longitud de onda / nm

Figura 4.87: Espectro de absorcién UV-visible del minoxidilo. [MIN] = 7,99-1076 -
7,99-107° M, pH = 6,8, T = 20,0 °C.

Por su interés cinético, se han determinado los coeficientes de absorcién
molar de las dos bandas més intensas (figura 4.88):
EMIN, 230 nm = 34.300£900 M~ cm ™!

EMIN, 288 nm = 13.400 £400 M~! cm™!
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[MIN] /M A3 Azgg [MIN] /M Az Azgg
7,99-107%  0,1042 0,2714 3,19-107°  0,4299 11,1134
1,59:-107°  0,1997 0,5319 3,99-107°  0,5242 11,3537
2,39-107°  0,3252 10,8494

(4.133)
y=(0,00+0,01) + (13.400 + 400) x (4.134)
1,6
R*=0,997 °
121 R*=0,997
- e
5
S 08 e
o)
—
2 @
< 04
[
0,0 T T T T T T T T T T T T T T T
0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4.5
[MIN] / 10° M

Tabla 4.46 y Figura 4.88: Cumplimiento de la ley de Lambert-Beer por el minoxidilo. A
=288 nm (verde), A =230 nm (naranja), pH =6,8, T = 20,0 °C.

Se observa coémo los 4&tomos que aportan electrones a la estructura aromética
del minoxidilo hacen que sus bandas de absorcién tengan coeficientes muy
altos.

Debido al pK, de la reaccién de protonacién del 6xido de amina, el espectro
de absorcién del minoxidilo cambia cuando el pH es cercano a 4,6. Se ha de-
terminado cé6mo la variaciéon de pH modifica la forma de los espectros, ya que
puede ser significativo en el seguimiento cinético de la reaccién de nitrosacién
del compuesto. La figura 4.89 muestra el resultado del experimento realizado
segun se indica en la seccion 3.1.2.3.
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absorbancia

T T T T T 1
200 225 250 275 300 325 350

longitud de onda / nm

Figura 4.89: Variacién del espectro de absorcién del minoxidilo segtin el pH. [MIN] =
5,01-107> M, T =20,0 °C.

Al aumentar la acidez del medio, el oxigeno con carga negativa del 6xido
de amina se protona, rompiendo el enlace dativo por el que cedia su carga
negativa al anillo aromaético. Este efecto se aprecia en el espectro de absorcién
del compuesto, en el que segtin se reduce el pH, la banda con méaximo en 288 nm
se desplaza hacia una posicién més energética centrada en A = 280 nm. La figura
4.89 muestra que el equilibrio 4cido-base del minoxidilo tiene cuatro puntos
isosbésticos en A = 198, 239, 265 y 290 nm.

También se ha determinado el coeficiente de extincién molar de la banda
menos energética del minoxidilo a pH = 3,1 y pH = 4,1 (figuras 4.90 y 4.91,
respectivamente):

EMIN, 282 nm, pH = 3,1 = 22.400 + 100 M lem™!

EMIN, 282 nm, pH = 4,1 = 19.800 £ 400 M lem™!

Como era de esperar, su intensidad se incrementa al aumentar la acidez.
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1,2 4
0,9
Ko
Q
% )
S 0,6
—
o
92}
< 034
0,0 —— ' T ' T ' T ' T ' T '
200 250 300 350 400 450 500
longitud de onda / nm
[MIN] /M Asgo [MIN] /M Asg
1,0-107°  0,2253 4,0-107°  0,8971
2,0-107°  0,4445 50107  1,1203
3,0.107°  0,6785
(4.135)
2
12 R°=0999
2
8 2
g 0,8 -
< 2
0
e
2 -
o 04 - -
<
[
010 T T T T T T T T T
0,00001 0,00002 0,00003 0,00004 0,00005

[MIN] / M

Tabla 4.47 y Figura 4.90: Coeficiente de absorcién molar del minoxidilo a pH = 3,1.
A=282nm, T =20,0°C.
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1,8
1,2 4
0,6
\
0,0 T T — T T T
200 250 300 350 400 450 500
longitud de onda / nm

IMIN] /M Ag [MIN] /M Asgo

1,0-10™°  0,2058 5,0-107> 00,9952

2,0-107°  0,4024 6,0-107°>  1,1549

3,0-107°  0,5868 7,0-107°  1,4150

4,0-1075  0,7980

(4.136)
1,6
R*=0,997 °
1,2 - ®
<
0,8 e
7
0,4 e
(5
0'0 T T T T T T T T T T T
0,00001 0,00002 0,00003 0,00004 0,00005 0,00006 0,00007
[MIN] / M

Tabla 4.48 y Figura 4.91: Coeficiente de absorcién molar del minoxidilo a pH = 4,1.
A=282nm, T =20,0 °C.
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4.6.2. Reaccién entre minoxidilo y nitrito

Para averiguar la mejor forma de seguir cinéticamente la reaccién de nitro-
sacion del minoxidilo, se preparé una disolucién de ambos reactivos en medio
4cido y se obtuvieron sus espectros de absorcién a lo largo del tiempo. La figura
4.92 muestra los resultados.

2,0

-1

<
B 124\ «
= 17\
E \ / \
5 08+ \ /
72} \ E
2z ,
© 04 o
0,0 . : . ; . . ;

I I I I [ ! I
250 300 350 400 450 500 550 600

longitud de onda / nm

Figura 4.92: Variacion con el tiempo del espectro de absorcién del minoxidilo durante
su nitrosacién. [MIN], = 5,81-107° M, [NIT] = 1,83-10~3 M, pH = 4,0, T = 20,0 °C.

Se observa que, sobre la banda de absorcién caracteristica del sistema nitro-
so/nitrito del primer espectrograma (en torno a A = 350 nm) van apareciendo
dos bandas de absorcién asociadas al producto de nitrosacién nitrosominoxidi-
lo, al mismo tiempo que disminuye la intensidad de la banda centrada en A = 282
nm. Las dos nuevas bandas tienen sus méximos de absorcién en A =321y 400
nm. La figura 4.93 muestra los resultados obtenidos para medir sus coeficientes
de absorcién molar, trabajando siempre con exceso de nitrito. Se encontré asi
que:

ENMIN, 321 nm = 14.070 £80 M~ cm ™!
ENMIN, 400 nm = 4.180 30 M1 cm™!

Los resultados obtenidos aconsejaron seguir la reaccién de nitrosacién del
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[NMIN] /M Asp; Aso0 [NMIN] /M Aspy Aso0
1,62:10°  0,2058 0,0648 9,70-10™°  1,3524 0,4030
3,23-107°  0,4294 0,1277 1,13-107*  1,5475 0,4602
4,85-107°  0,6587 0,1976 1,29-107*  1,7983 0,5355
8,09-107°  1,1150 10,3319 1,46-107%  2,0324 0,6074

(4.137)
y = —(0,005+0,003) + (4.180 + 30) x (4.138)
2,1 2
(4] P
S 14 s °
<
= 2
T
2
Q 0,7+ e
3]
<
©
0,0 T T T T T T T T
0 4 6 8 10 12 14 16
[NMIN] /10°M

Tabla 4.49 y Figura 4.93: Cumplimiento de la ley de Lambert-Beer por el nitrosomino-

xidilo. A =321 nm (naranja), A = 400 nm (verde), pH = 4,0, T = 20,0 °C.

minoxidilo en A = 321 nm, debido a la gran intensidad de esta banda y a la
ausencia de otros picos que pudieran interferir.

4.6.3. Ordenes parciales de reaccién

Para encontrar los 6rdenes parciales de reaccion se ha utilizado los métodos
de velocidades iniciales y aislamiento, trabajando con exceso de nitrito. De este
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modo, la ecuacién de velocidad
v = kops [MIN]™ [NIT]" (4.139)

puede escribirse asi:
v = p[MIN]" (4.140)

siendo p la pseudoconstante:
P = kobs[NIT]" (4.141)
La forma logaritmica de la ecuacién 4.140:
Inv, =Inp+ mIn[MIN], (4.142)

se ha representado en la figura 4.94 que revela un orden parcial unitario respecto
ala concentracién de minoxidilo.

Trabajando con diferentes concentraciones en exceso de minoxidilo, se ha
manejado la forma logaritmica de la ecuacién 4.142:

In p =1In kgpg + nIn[NIT] (4.143)

La figura 4.95 muestra que también es unitario el orden respecto a la concentra-
cién de nitrito.

4.6.4. Determinacion de las constantes de velocidad

Para conocer la constante de velocidad de la reaccién de nitrosacién del mi-
noxidilo se ha manejado el método de integracién, con la misma concentracién
a de ambos reactivos, de modo que:

= _dla-x _ k(a— x) (4.144)
dt

La forma integrada de esa ecuacién de velocidad es:

1

1
- —=kt (4.145)
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[MIN], /M vo/Ms™ 1 [MINlo/M v,/ Ms™!
2,99-107° 0,02339 8,99-107° 0,07189
4,49-107° 0,03760  1,044-107%*  0,08209
5,99-107° 0,04980  1,198-107%  0,09430
7,49-107° 0,06149

(4.146)

-2,0

R*=0,996

[\]
[\}
[ \]

-2,8

L J

-3,2

In
»®

-3,6 -
[ ]

4,0 -

T T T T T 1 T
-106 -104 -102 -10,0 -9,8 -9,6 -9,4 -9,2 -9,0 -8,8

In [MIN]

Tabla 4.50 y Figura 4.94: Influencia de la concentracién de minoxidilo en la velocidad
inicial de reaccion. [NIT] = 0,02 M, pH =4,00, I =0,2 M, T = 20,0 °C.
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INIT] /M p/s! INIT] /M p/s!
2,35-1072  3,58-1073 6,37-1072  1,001-1072
3,41-107% 5,35-1073 6,57-1072  1,001-1072
454-107% 6,72-1073 6,71-1072  1,001-1072
5481072 8,34-1073

(4.147)
2
25 R7=0995 ]
<
[ ]

-3,2
QU
£ L]

-3,6

[
-4,0 ' T ' T ' T ' T ' T ' T
-5,8 -5,6 -5,4 -5,2 -5,0 -4,8 -4,6
In [NIT]

Tabla 4.51 y Figura 4.95: Influencia de la concentracién de nitrito en el pardmetro p.
pH=4,00,1=02M, T =20,0°C.
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(4.148)
- 2
6000 R"=0,999 o ®
-
5800 5,:“
e
5600 ,ez°
= .,eee
~ =
~ 5400 e ®
N °=e%
-
5200 e
at
5000 -7
T T T T T
0 100 200 300 400 500

tiempo / min

Tabla 4.52 y Figura 4.96: Ajuste de los datos experimentales a la forma integrada de la
ecuacion de velocidad de segundo orden. [MIN], = [NIT], = a, = 2,00-107* M, pH =4,00,
I=0,2M, T =20,0°C.

La figura 4.96 muestra el excelente ajuste de los resultados a la ecuacion
de velocidad de orden dos. La pendiente de la recta corresponde directamente
a la constante de velocidad. El valor inverso de la ordenada en el origen a™!
es, en efecto, la concentracion inicial de reactivos, lo que supone una sancién
favorable del método de trabajo utilizado.

4.6.5. Influencia de acidez del medio

Del mecanismo de reaccién propuesto (esquema 4.8) se deduce con facilidad
la ecuacién 4.149. Con objeto de verificar la validez de este mecanismo, se
programé una serie de experimentos cinéticos a diferentes pHs. La figura 4.97
muestra los resultados obtenidos.

_ koK [HY)?
T (HT+ KD+ S H)

kob (4.149)
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K4
HNO, NO, + H*
Ka
HNO, + HY === H,NO," / NO*+H,0
}
HZNYN NH,
NC NO

H
NH; Pip K,

A
HZNYN | + HNOSNO® ==
N 272 K ?
Pip HoN< N _NH,
YOS

Nao NO
H
Pip
} } }
HN N NH HN N NH H,oN N NH
NS 2 HZO Y N 2 2 Y 2
—_— - |
Na NO k., lenta N Na
H NOH NO
Pip Pip Pip

Esquema 4.8: Mecanismo propuesto para la nitrosacién del minoxidilo.

De la misma forma que se procedié con los demds sustratos nitrosables, el
ajuste de la ecuacion 4.149 se ha hecho manejandola en la forma:

k, = a[H+]2 (4.151)
°bs T ([H*] + Ky (L+ BIHT]) '

obteniendo, para los parametros ajustables a y § los valores:

a=4.500+300M 257!



Resultados experimentales | 269

PH  kobs / M71s7! pH  kops / M1 57!

2,32 2,0563 3,63 0,2676
2,48 1,8607 3,68 0,2276
2,57 1,7210 3,68 0,1754
2,71 1,4922 3,72 0,1877
2,86 1,2240 3,75 0,1451
2,99 1,0243 3,78 0,1933
3,19 0,6168 3,83 0,1066
3,27 0,5342 4,05 0,1137
3,27 0,5390 4,61 0,0208
3,39 0,4002 4,62 0,0168
3,47 0,3256
(4.150)
24
2_
ol @ R*=10,996
Q
)
- 1,6 - o
o 124 ]
= .
T, 08
° .e
04 Sq
., .
W+ T T T T T T T T
22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48
pH

Tabla 4.53 y Figura 4.97: Influencia de la acidez del medio en la constante de velocidad
observada. [MIN], = [NIT], =2,00-107* M, I =0,2 M, T = 20,0 °C.
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B=1.700 £ 100 M~!

Con el valor del pardmetro a se ha calculado el de k,, constante de velocidad de
la reaccién de nitrosacién del minoxidilo (esquema 4.8). Como K = 3.107/ M1
se obtiene que:®!

k,=01,5+01)-10"M ! g7!

El orden de magnitud de la constante de velocidad sugiere que la reaccién de
nitrosacién del minoxidilo se encuentra controlada por difusion.

4.6.6. Influenciade la fuerzaionica

Como con los demds sustratos de nitrosacion investigados en este trabajo,
se realizaron experimentos cinéticos con distintos valores de la fuerza iénica I,
regulada con NaClO4 (que no dalugar a la formacién de compuestos de nitrosilo).
La figura 4.98 muestra que, también como en los casos anteriores, la fuerza
i6nica no ejerce influencia sobre la constante de velocidad kg, coherentemente
con el mecanismo propuesto.

0,68

0,74 . | . . . .
0,0 0,1 0.2 03 04 0,5

172
I

Figura 4.98: Influencia de la fuerza i6nica en la constante de velocidad. [MIN], = [NIT],
=2,00-10"* M, pH = 4,00, T = 20,0 °C.
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4.6.7. Efecto isot6pico cinético

Realizando la misma reaccién en dos medios diferentes, uno con aguay otro
con agua pesada, se ha determinado el efecto isotépico cinético que aparece
en la reaccion de nitrosacion del minoxidilo. A pH = 2,0, (k,/Kpk)[H*]1 > 1y
[H*] > Kj, la ecuacion 4.149 se simplifica, obteniéndose el siguiente cociente
entre las constantes en los dos medios:

H,0 H,0 ; H,0
kobs _ K2 kc :

D,0 ~ ;D,0 ;D,0
k=2 Ky ke*

(4.152)

El estudio cinético de las reacciones de nitrosacién en agua y agua deuterada

condujo a los valores: k?gso =229 M1l y k?éso =0,73 M~! s7!. Como el
D

coeficiente K, 20 KZH 20 _ 2,7, resulta que:257

H,0

c —
D0 =8,41 (4.153)
C

El efecto isotépico asi encontrado es coherente con la desprotonacién del inter-
medio de Wheland en la etapa determinante de velocidad (esquema 4.8).

4.6.8. Influenciade la temperatura

Como con los demads sustratos nitrosables, se estudi6 la influencia de la
temperatura sobre la constante k. de la reaccion de nitrosaciéon de minoxidil. La
tabla 4.54 recoge los resultados obtenidos al trabajar en el intervalo T = 20-40 °C.

T1°C kops /M7 1s71 T/1°C kops /M7 1s™!

20,0 0,1905 35,0 0,2850
25,0 0,2246 40,0 0,3298
30,0 0,2638

Tabla 4.54: Influencia de la temperatura en la constante de velocidad. [MIN], = [NIT], =
2,00-1074 M, pH=4,00,1=0,2M.
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y=(6,8+0,5)+(20+1)-10°x (4.154)
-1,0
R*=0,986
-1,2
[ )
£-1,4 -
~2
=
-1,6 -
-1.8 T T T T T T T T T T T T
-41,0 -40,5 -40,0 -39,5 -39,0 -38,5 -38,0

(RT)'/10° mol -]

Figura 4.99: Cumplimiento de la ecuacién de Arrhenius por los resultados de la tabla

4.54.
y=(0,068+0,004) + (18 +1)-10°x (4.155)
-6,8
R*=0,985

_7‘0 -
&
¥-8
= 7,24

[ )
7.4 T T T T T T T T T T T T
-41,0 -40,5 -40,0 -39,5 -39,0 -38,5 -38,0

RT)'/10° mol -J"

Figura 4.100: Cumplimiento de la ecuacion de Eyring por los resultados de la tabla 4.54.
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Mediante las ecuaciones de Arrhenius y Eyring-Wynne-Jones (figuras 4.99 y
4.100) se obtuvieron los valores de los parametros de activacion:

E,/Xmol™ AH*/Kmol™! AS*/JK ! mol™?
20+ 1 18+1 -163 + 20

Tabla 4.55: Parametros de activacion de la reaccion de nitrosacién del minoxidilo a
partir de los datos de la tabla 4.54.

4.6.9. Determinacion del producto de reacciéon

En principio, el minoxidilo tiene cinco centros nitrosables en su estructura:
el oxigeno del 6xido de amina, el carbono 5 del anillo pirimidinico, los dos
grupos amino primarios y uno terciario. Para averiguar cudl es el principal
producto de reaccion, se sintetiz6 el minoxidilo nitrosado (véase pagina 128),
comprobando que es el mismo que se obtiene en los experimentos cinéticosy se
ha caracterizado mediante diferentes técnicas, como se describe a continuacién.

En primer lugar se obtuvo el espectro de masas del producto obtenido en
un experimento cinético (figura 4.101). Junto al pico del minoxidilo (210,0) se
observa otro asignable al minoxidilo nitrosado (210,0 + 39), lo que permite
descartar una doble nitrosacién del sustrato. Sin embargo, este resultado no
aclara en qué sitio tiene lugar la nitrosacién.

Los espectros de RMN de protén y carbono (péaginas 276 y siguientes) han
facilitado esa informacién. En el espectro de protén del minoxidilo (figura 4.103)
se puede ver como aparecen dos bandas con varios picos casi solapadas en 1,46 y
1,54 ppm, correspondientes a los protones en metay para del anillo de piperidi-
na unido al anillo aromaético. Sobre 3,34 aparecen los protones en orto del mismo
anillo, desplazados por la influencia del nitrégeno adyacente a su carbono. Més
desapantallado aparece un pico en 6,79 ppm, correspondiente al protén del
carbono 5 aromatico. En el espectrograma de 'H RMN del nitrosominoxidilo se
observa que ese pico desaparece (por eso el software del espectrometro amplia
la escala hasta el primer pico), lo que confirma que el protén correspondiente
ha sido sustituido por el grupo nitroso.
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Figura 4.101: Espectro de masas por impacto electrénico positivo del nitrosominoxidilo.

Los espectros de resonancia magnética de carbono realizados a ambos compues-
tos también apuntan a que la nitrosacién se produce en el carbono aromatico.
En el espectro realizado al minoxidilo se observan los picos correspondientes
a los carbonos apantallados del anillo de piperidina (24,1 y 24,6 ppm) y los
carbonos adyacentes al nitrégeno del mismo anillo (44,9 ppm). Los carbonos
unidos a aminas del anillo de pirimidina aparecen desapantallados en 153,9,
152,9 y 151,7 ppm, mientras que el carbono 5 libre aparece mds apantallado en
73,2 ppm. En el espectro de nitrosominoxidilo, se observa cémo este pico se ha
desplazado hasta 139 ppm, lo que sugiere que ese carbono ha reaccionado con
un grupo que le ha substraido densidad electrénica y lo ha desapantallado.

La prueba definitiva de el minoxidilo sufre C-nitrosacién se ha obtenido por
difraccién de rayos X (figura 4.102). Los cristales de nitrosominoxidilo consegui-
dos por cristalizacién en metanol se han estudiado mediante esta técnica y se ha
obtenido la celda unidad que se muestra en la figura 4.107. El nitrosominoxidilo
se agrupa en celdas de cuatro moléculas de nitrosominoxidilo y cuatro molécu-
las de agua unidas por puentes de hidrogeno entre las moléculas de agua y las
aminas y el 6xido del nitrosominoxidilo. Los datos fundamentales del cristal y
del refinado de la estructura se muestran en la tabla 4.56. Este difractograma
confirma la estructura de la molécula nitrosada en el carbono aromatico 5 del
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Figura 4.102: Detalle de una de las moléculas de nitrosominoxidilo en la celda unidad.

Propiedad

Valor

Férmula empirica

Masa total de la celda
Temperatura

Longitud de onda

Sistema cristalino, grupo espacial

Dimensiones de la celda unidad

Coeficiente de absorciéon
Tamano del cristal

Reflexiones medidas / singulares

4(Cg H14 Ng 02) X4 H,0
1007,10 g/mol
293,2K

1,54178 A

Triclinico, P-1
a=10,2884(3)A
a=110,437(2) °

b =13,6490(3) A

B =95,594(2) °
c=18,6062(5) A

¥ =91,674(2) °

0,886 mm™!

0,10x 0,08 x 0,06 mm
9.880 / 4.834

Tabla 4.56: Propiedades de la celda y del difractograma.
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Figura 4.107: Geometria de la celda unidad de un cristal de nitrosominoxidilo.

anillo de pirimidina. Los cristales obtenidos de nitrosominoxidilo fundian a
T =180"°C.

4.6.10. Actividad biolégica del nitrosominoxidilo
Test de Ames

La mutagenia del nitrosominoxidilo se ha determinado mediante el test de
Ames. Los resultados obtenidos (tabla 4.57, figuras 4.108 y 4.109) demuestran
que el nitrosominoxidilo no es un compuesto mutageno en las dosis y cepas
empleadas. Tanto en la cepa TA98, como en la TA100, con y sin activacién con el
sistema S9, no se produce para ninguna dosis un niimero de revertientes signi-
ficativo con respecto a las placas a las que no se les afnadia ningtin compuesto
(control negativo). Para descartar por completo la mutagenia del minoxidilo
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Figura 4.108: Resultados del Test de Ames con la cepa TA98 aplicado al nitrosominoxi-
dilo. Los resultados sin extracto S9 se muestran de color naranja y los resultados con
extracto S9, de color verde.
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Figura 4.109: Resultados del Test de Ames con la cepa TA100 aplicado al nitrosominoxi-
dilo. Los resultados sin extracto S9 se muestran de color naranja y los resultados con
extracto S9, de color verde.
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seria necesario repetir las experiencias con otras cepas de Salmonella typhimu-
rium, como TA97 o0 TA102, y comprobar que tampoco las produce mutaciones.

pug NMIN / placa TA98 TA98 +S9 TA100 TA100 + S9

control negativo 28+2 16,5+0,7 144 + 6 80 £ 10
1 16+1 164+ 6 84+6
3 24 18 168 + 3 76+5
10 23 16+2 160 + 10 78
30 27+4 16,5107 167 75
100 26+ 3 14+0 164 + 8 84 +5
control positivo 365 426 1.050+50 730+ 10

Tabla 4.57: Resultados del test de Ames aplicado al nitrosominoxidilo. Controles po-
sitivos: TA98: 10 ug NPD, TA98 + S9: 2 ug 2AA, TA100: 0,3 ug 4NQO y TA100 + S9 2 ug
2AA

Test del MTT

Se ha estudiado la citotoxicidad del nitrosominoxidilo mediante el ensayo de
proliferacién celular MTT. Se han expuesto células V-79 durante 24 horas a cinco
concentraciones diferentes del compuesto sintetizado y se ha medido la super-
vivencia de las células comparando la cantidad de MTT que reducen las células
expuestas al compuesto con la cantidad reducida por células cultivadas en las
mismas condiciones sin exposicién a nitrosominoxidilo. Para todas las concen-
traciones, la supervivencia de las células ha sido aproximadamente del 100 %,
por lo que se ha concluido que el nitrosominoxidilo, hasta una concentracién
de 1-1073 M, no es un compuesto citotéxico.
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[NMIN] / uM  Supervivencia

a 0,1 99+ 15 %
b 1 97 + 7%
c 10 (98 +5)%
d 100 (99 + 5)%
e 1.000 (97 + 6) %
120
100 }\§——§——§\§
g 80 +
S 60
S
O 40
IS
20 +
0- T T rorrTTTT T T
a b [ d e 0,1 1 10 100 1000
[NMIN]/10° M

Tabla 4.58 y Figura 4.110: Supervivencia celular de V-79 en funcién de la concentracion
de nitrosominoxidilo.
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4.7. Determinacion de nitrito con minoxidilo

Como se ha descrito en paginas anteriores de esta Memoria, los nitritos son
compuestos ubicuos en el medio ambiente, lo que supone un peligro poten-
cial, debido a su capacidad para formar complejos con la hemoglobina y para
reaccionar con sustratos nitrosables presentes en los alimentos y formar nitro-
socompuestos, muchos de los cuales son mutdgenos y cancerigenos. Por ello,
numerosos organismos internacionales recomiendan controlar la concentracién
de nitrito en los alimentos y en el agua (véase pédgina 45).

Existen numerosos métodos para la deteccidon y determinacion de nitrito
(véase péagina 51). Sin embargo, con frecuencia hay necesidad (sobre todo en el
medio rural) de disponer de métodos sencillos y baratos que permitan la deter-
minacién de nitritos en aguas de pozos, manantiales, etc. Por ello, en este trabajo
se propone un nuevo método colorimétrico que utiliza como reactivo la molé-
cula de minoxidilo, que se puede adquirir a bajo precio en cualquier farmacia.
La rapidez de la reaccién minoxidilo-nitrito y el elevado coeficiente de absor-
cién molar del nitrosominoxidilo simplifican notablemente las condiciones de
experimentacion.

El método que se propone también puede ser base de una practica de labo-
ratorio en curriculos de medio ambiente o de grado en Quimica. 2%

4.7.1. Descripcion del método

El método consiste en la preparacién de un medio de reaccién basico forma-
do por minoxidilo como reactivo principal, &cido clorhidrico y cloruro sédico
como catalizador que favorece la formacién de cloruro de nitrosilo (pdgina 62)
y reduce el tiempo de reaccion. Para ello se preparan disoluciones estandar de
HCI (3,4-1072 M), NaCl (4,1 M) y minoxidilo (3,9-10~2 M). Esta tiltima disolucién
puede prepararse por pesada directa de minoxidilo o por dilucién de un prepa-
rado farmacéutico de uso habitual contra la caida del cabello, que generalmente
se comercializa en forma de disolucién al 2 6 5% de minoxidilo en una mezcla
de agua, etanol y propilenglicol (20 %, 68-65 %, 10 %, respectivamente).

Con esas disoluciones estandar se prepara el reactivo base con 10 ml de mino-
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xidilo, 1 ml de NaCl y 1 ml de HCI. El exceso de minoxidilo hace innecesario el
empleo de tampon.

A continuacion, el reactivo basico se mezcla con 10 ml de la muestra a analizar
y se mide la absorbancia en A = 325 nm, donde la banda del nitrosominoxidilo
es muy intensa (figura 4.92, pagina 262). Cuando el perfil cinético alcanza la
meseta, se mide la absorbancia y se calcula la concentracién de nitrito.

4.7.2. Curvade calibrado

Para obtener la curva de calibrado se preparan seis disoluciones de NaNO,
de concentraciones entre 5,0-107° y 3,00:107%* M, a partir de una disolucién
madre 1,0-10~3 M. Con el método descrito en la seccién anterior, se mezclan 10
ml de cada disolucién con 12 ml del reactivo base y se miden las absorbancias
en A = 325 nm (figura 4.111). Se comprobé que el pH de las disoluciones asi
preparadas se encontraba en el margen pH = 4,01 - 4,03.

Se media la absorbancia una vez alcanzada la meseta y, con las concentracio-
nes iniciales de nitrito, se dibujé la curva de calibrado. La ordenada en el origen

2,0

0,8 +

absorbancia

0,4 +

0,0 T T T
0 100 200 300 400

t / min

Figura 4.111: Perfiles cinéticos de las reacciones preparadas para el calculo de la curva
de calibrado. A = 325 nm, [MIN] = 1,74-107% M, [NaNO;] = 2,37-107° - 1,42-4 M, [NaCl] =
0,18 M, pH =4,01 - 4,03, T = 25,0 °C.
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[NaNOz] /M A325 [NaNOz] /M A325
2,37-107° 0,3760 9,48-107° 1,1654
4,74-107° 0,6550 1,18-1074 1,4337
7,11-107°  0,9001 1,42-107% 1,6890
(4.156)
164 R*=0,999 °
[
= 124 ps
5 0,8 °
_c-‘: e
0,4 ©
T v T v T T T T T T T T T T
2 4 6 8 10 12 14 16

[NaNO,] / 10°M

Tabla 4.59 y Figura 4.112: Curva de calibrado del nitrosominoxidilo. A = 325 nm, [MIN]
=1,74-10"3 M, [NaCl] = 0,18 M, pH=4,01-4,03, T =25,0°C.

no es cero porque, aunque muy poco, el minoxidil absorbe ligeramente en la
longitud de onda de trabajo (¢ =29,0 £ 0,5 M~ lcem™h).

4.7.3. Catalisis por el ion cloruro

Para estudiar el efecto de la catdlisis en la reaccién de nitrosacién del mino-
xidilo se repiti6 el experimento con la concentracion 1,42-107% My se sustituy6
en el reactivo base 1 ml de disolucién estdndar de NaCl por 1 ml de agua (figura
4.113).

La presencia de cloruro en el medio de reaccién no afect6 a la respuesta del
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2,0

1,6

1,2 4

0,8 +

absorbancia

04|

0,0 : : : : : :
0 200 400 600

t / min

Figura 4.113: Efecto catalitico de los iones CI™ en el tiempo de reaccién. La cinética sin
NaCl se muestra de color naranja y la cinética con NaCl (0,18 M) se muestra de color
verde. A =325 nm, [MIN] = 1,74-10~3 M, [NaNO,] = 1,42:1074, pH=4,01, T =25,0°C.

método y la reaccion fue tres veces mds rpida.

4.7.4. Efecto deiones metalicos

Se estudio el efecto de la presencia de iones metdlicos en el medio debido a

la posibilidad de que el minoxidilo o el nitrosominoxidilo formen complejos de
coordinacién con ellos.
Se prepararon disoluciones estandar de Al (III), Ca (II), Cr (III), Cu (II), Fe (II), Fe
(IIT), Ni (IT) y Zn (II) con concentracién 2,2-10~2 M. Para cada metal 1 ml de la
disolucién se han mezclado con 12 ml del reactivo base y 9 ml de la disolucién
estandar de nitrito 3,00-10™* M.

La mayor parte los iones no forman complejos de coordinacién con el mi-
noxidilo o el nitrosominoxidilo. Sélo el cobre (II) y el hierro (III) mostraron
interferencias en la banda de absorcion. El hierro (III) interferia con concentra-
ciones superiores a 1-107> M y el cobre (II) con concentraciones superiores a
5-107* M.
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4.7.5. Precision del método

Se repiti6é doce veces la reaccion entre 12 ml del reactivo base y 10 ml de la
disolucién estandar de nitrito (3-10~* M) para verificar la reproducibilidad del
método. La tabla 4.60 muestra los resultados obtenidos.

Absorbancias medidas
1,072 1,058 1,049
1,030 1,068 1,058
1,063 1,027 1,036
1,055 1,063 1,046

Tabla 4.60: Absorbancias medidas en diferentes experimentos para determinar la preci-
sién del método.

La desviacion estandar y la desviacién estdndar relativa han sido de + 2-107°
My 1,6 %, respectivamente.

4.7.6. Limites de detecciény cuantificacion

Conociendo la desviacion estdndar del método (o = 0,0143) es posible deter-
minar su limite de deteccion, que es la minima cantidad o concentracién que se
puede detectar para un nivel de confianza dado. Para un nivel de confianza de

deteccién de un 98,3 % la expresién utilizada es: 263
30
LD=— (4.157)
m

donde m es la pendiente de la curva de calibrado.
Asi, para el método el limite de deteccién es de 3,88-107% M.

El limite de cuantificacion es la cantidad méas pequeiia a la que se pueden
hacer medidas cuantitativas. Su célculo se hace mediante la siguiente férmula:

_100
T m

LC (4.158)
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El limite de cuantificacién del método es de 1,29-10~° M. Este limite lo hace
adecuado para el andlisis de muestras fisiol6gicas, alimentarias y medioambien-
tales. 64

4.7.7. Aplicacién del método

Se ha utilizado el método propuesto para determinar nitrito en una muestra
de agua procedente de un pozo de Cardefiosa, provincia de Avila. La muestra
fue recogida, filtrada y guardada en una botella de poliestileno. Se mezclaron 10
ml de la muestra con 12 ml de la mezcla base. Se determiné una concentracién
de nitrito de 2,51 + 0,02 ppm ((3,63 + 0,03)-107° M)). En comparacion con el
resultado obtenido por el método oficial de medida, 2,48 + 0,06 ppm, el método
mostré un excelente comportamiento.






Capitulo 5

Discusion de los resultados

5.1. C-Nitrosaciéon de compuestos aromaticos

Como se ha indicado en paginas anteriores de esta Memoria, los mecanismos
de C-nitrosacién aromdticos han sido menos investigados que los de nitracién
aromadtica. La causa es que, para que aquellos puedan transcurrir a velocidad
adecuada, es necesaria la presencia en el sustrato nitrosable de grupos dadores
de carga electrénica. Los agentes nitrosantes ion nitrosonio, nitrosacidio y sales
de nitrosonio son electréfilos mucho més débiles que el ion nitronio. Se estima
que ion nitrosonio es 10! veces menos reactivo que el ion nitronio. %°

En su Tesis Doctoral, Gonzdalez Mancebo investigb los mecanismo de C-
nitrosacién de una amplia serie de compuestos fenélicos (figura 5.1).2°° Como
estos sustratos son estructuralmente similares a los del presente trabajo, es
de esperar que las reacciones de nitrosacién de todos ellos estén relacionados
isocinéticamente. Esto quiere decir que si comparten el mismo mecanismo,
las entalpias y entropias de activacion de los procesos de nitrosacién de los
sustratos deben satisfacer la relacién:

AH' + BAS' = cte (5.1)

donde B es un parametro independiente de la temperatura.2°

En la figura 5.2 se han representado las entropias de activacion de las reacciones

291
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OH OH OH OH OH OH
slegeNsNogog
ph oc mc pc ocp obp

OH OH OH h/&\ﬁ OH
d26p d35p d23p dt35p t246p

Figura 5.1: Compuestos estudiados por Gonzédlez Mancebo et al.?®® Sus abreviatu-
ras son ph, fenol; oc, o-cresol; me, m-cresol; pc, p-cresol; ocp, o-clorofenol; obp, o-
bromofenol; d26p, 2,6-dimetilfenol; d35p, 3,5-dimetilfenol; d23p, 2,3-dimetilfenol;
dt35p, 3,5-di- tert-butilfenol y t246, 2,4,6-trimetilfenol.

de nitrosacion de los diferentes sustratos frente a las entalpias de activacion. Se
puede observar que existe una correlacion lineal entre todos los puntos, lo que
aporta un nuevo argumento para admitir que todos los sustratos se nitrosan
siguiendo el mismo mecanismo.

Otra prueba de que los compuestos comparten el mismo mecanismo la
constituye el criterio de los soviéticos Viktor Palm y Regina Vizgert quienes, a
través de una formulacién matematica del efecto isocinético, demostraron que
existe una relacion lineal entre dos series de valores logaritmicos de la constante
de velocidad observada a dos temperaturas diferentes: 257

Inkrs =a+blnkp (5.2)

La figura 5.3 muestra el buen ajuste de los resultados experimentales a la corre-
lacién de Palm-Vizgert, representando el logaritmo natural de las constantes de
velocidad a 25,0 °C frente al logaritmo de las constantes medidas a 30,0 °C.
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AS* AH?* ASH AH*
Sustrato ) 1 . Sustrato ) . .
/JK™" mol™ / k] mol™ /JK™ " mol™ / k] mol™
DOP -20 76 d23p -109 46
TYR -54 70 mc -130 46
obp -92 59 oc -115 45
ocp -101 56 d26p -107 44
SER (kobs,2) -92 53 d35p -132 42
ph -112 51 MIN -163 20
80
®DOP
70 TYR®
._I‘ﬁ 60 — .Obp
—_ ocp@
g 50 phe s ®SER
—_ mc® oco €Y
4 40 - d35p® d26p
E 30
20 - O MIN
I T I T I T I T I T I T I T I
180  -160  -140  -120  -100 -80 -60 -40 -20 0

AS 0 K" mol")

Tabla 5.1 y Figura 5.2: Relacion isocinética entre los compuestos estudiados.
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k k k k
Sustrato 25 30 Sustrato 25 30
/M ts Mgt /M~ ts Mgt
TYR 0,0048 0,0072 obp 0,088 0,116
DOP 0,0252 0,0405 oc 0,116 0,162
SER (kops,2) 0,057 0,078 d23f 0,167 0,228
pc 0,070 0,101 d35f 0,166 0,234
ocp 0,078 0,109 MIN 0,224 0,264
d35p’ ® MIN
-1,6 4 o d23p
obpa “oc
24 2%
<
SER
232 DOPg
K8}
= -4,0 -
487 @ TYR
T 1 T T T T T T T T T T T T 1

-5,5 -5,0 -4,5 -4,0 -3,5 -3,0 -2,5 -2,0 -1,5 -1,0
ln kZS

Tabla 5.2 y Figura 5.3: Representacién de Palm-Vizgert. T»/ T} = 0,983.
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Se puede admitir pues, que todos los sustratos reaccionan a través de un
mecanismo comun. La tabla 5.3 muestra los valores experimentales de las cons-
tantes de velocidad y equilibrio del mecanismo de C-nitrosacién de todos los
sustratos. La constante k,, recogida en la segunda columna, es la constante
de velocidad de la adicién del grupo nitroso al anillo aromatico. Para todos los
compuestos su valor es superior a 108 M~! s71, lo que significa que esta primera
etapa se encuentra controlada por difusién. También retine los valores del efecto
isot6pico cinético observado en cada sustrato. Se puede ver que todos los com-
puestos, al compartir el mismo mecanismo, muestran un incremento similar en
lavelocidad de nitrosacién al sustituir el hidrégeno de su estructura por deuterio.
Este efecto se muestra més pronunciado en la molécula de minoxidilo.

A partir de los datos de la tabla 5.3 se han calculado en cada caso los valores
de kops que se toman como indice de reactividad:

kobs = ka K3 K2 Ky (5.3)

La tabla 5.4 recoge los indices de reactividad de los sustratos investigados en
esta tesis y por Gonzélez Mancebo en una secuencia que va desde el compuesto
mads reactivo, minoxidilo, hasta los compuestos que no reaccionan con el dcido
nitroso.

El orden de esta secuencia es razonable en términos de la activacion de la
posicion nitrosable (seccién 2.3.1), salvo en casos puntuales en los que el impe-
dimento estérico interfiere reduciendo la reactividad de algtin sustrato.

En los compuestos aqui estudiados el indice de reactividad varia varios 6rde-
nes de magnitud. El minoxidilo es el compuesto mds reactivo, con su posiciéon
nitrosable libre situada en orto y para con respecto a tres aminas activantes.
Ademas los nitrégenos heteroarométicos se encuentran en posicién meta, que
es donde menos desactivan. La influencia del 6xido de amina es pequefia en
comparacién con las aminas activantes.

La dopamina es el siguiente compuesto mds reactivo con dos alcoholes
activantes, uno de ellos en posicion para.

La tiramina tiene una reactividad similar a la del p-cresol, puesto que ambos
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kaKZ

ka

k_q! Kpk,

Sustrato /10°M2s7t J109M st 710t M ke 0k
ph 6,6 £0,5 2,2+0,2 6,3 +£0,5 3,5
mc 8,1+0,8 2,7+0,3 1,3+0,1 4,4
oc 7,1+1,0 2,4+0,3 0,97 £ 0,15 3,2
pc 0,83 £ 0,12 0,28 + 0,04 1,9+0,3 3,0

d23p 10,7+ 1,5 3,6+0,2 1,1+0,2 3,0
d35p 21,3+1,6 7,1+£0,5 19,0+ 1,5 4,3
d26p 6,9 +0,5 2,3+0,2 0,13 £ 0,02 3,0
t246p sin reaccion con el nitrito
dt35p sin reaccién con el nitrito
ocp 1,0£0,1 0,33 £ 0,03 2,0+£0,2 2,2
obp 0,80 £ 0,19 0,27 £ 0,06 1,6 +0,4 1,9
ETH sin reacciéon con el nitrito
TYR 0,47 + 0,09 0,16 + 0,03 0,78 + 0,07 2,9
DOP 11+1 3,66 + 0,03 0,24 +£ 0,04 3,4
SER (kobs,2) 13+2 43+03 1,8+0,3 2,4
MIN 45+3 15+1 0,17 £ 0,01 8,4

Tabla 5.3: Constantes asociadas a las C-nitrosaciones aromaticas de diferentes sustratos.
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Sustrato MIN d26p DOP d23p
y ¥
OH OH
HoN___N.__NH, X OH
Férmula g/ | _
NS
Pip (CHg)oNH,
kops M1 s7h) 2,64 + 0,08 0,53 + 0,09 0,46 + 0,07 0,10 0,02
SER oc mc d35p ph
OH
AN OH OH OH OH
| 5
ONN
\Lif:;<
HoN-(CHy),
0,072 £ 0,009 0,07 +0,01 0,062 £+ 0,008 0,011 + 0,001 0,010 + 0,001
TYR obf ocp pc t246p
oH OH OH
\\ OH OH
() Br ©/CI
NS
(CH2)2NH;
0,006 £ 0,001 0,005 £ 0,001 0,0050 £+ 0,0007 0,0044 + 0,0009 0
dt35p PHE ETH
OH | X ‘/ N
p H/
(CH2)oNH; (CHy),
0 0 0

Tabla 5.4: Indices de reactividad de los sustratos arométicos C-nitrosados en el presente

trabajo y en el de Gonzalez Mancebo

250
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son fenoles cuya posicién para se encuentra alquilada.

Los compuestos sin el grupo —OH en su estructura carecen de la activacion
necesaria para que reaccionen con el ion nitrosonio. Por eso ni la fenetilamina
ni el etilbenceno experimentan C-nitrosacién en las condiciones descritas.

El impedimento estérico no es un factor tan determinante en las moléculas
estudiadas como en los sustratos investigados por Gonzélez Mancebo, donde
se reducia significativamente la velocidad en algunos compuestos. Dada su
estructura el m-cresol tiene una reactividad 6 veces superior al 3,5-dimetilfenol.
Tan s6lo el minoxidilo tiene una posicién significativamente impedida, con
una amina y una piperidina en las posiciones adyacentes al centro de nitrosa-
cién. Sin embargo, como muestra la nitrosacion del floroglucinol, dado que la
etapa determinante es la ruptura del complejo de Wheland, la estabilizacién
de este complejo por los grupos dadores de electrones influye mucho més en
la velocidad de reaccién que el impedimento estérico que puedan sufrir los
compuestos. 264

5.2. Reacciones de N-nitrosacion

En este trabajo se han estudiado dos tipos diferentes de N-nitrosacién. Por
un lado, la nitrosacién de una amina primaria alifatica, que se encuentra en
todas las estructuras con las que se ha trabajado, salvo en el etilbenceno y el
minoxidilo y, por otro lado, la nitrosacién en el nitr6geno heteroatémico del
anillo aromatico de la serotonina.

Para investigar la nitrosacién de la amina primaria se ha medido la velocidad
de nitrosacion de la fenetilamina. Esta molécula es representativa puesto que,
tras el experimento con el etilbenceno, se ha demostrado que su anillo aromati-
co no estd lo suficientemente activado para sufrir C-nitrosacion y, por lo tanto
todo el nitrito reacciona exclusivamente con la amina de sus estructura.

Se ha comprobado que la nitrosacién de la fenetilamina tiene las mismas carac-
teristicas que las nitrosaciones de aminas primarias, donde el agente nitrosante
es el N,O3 yla reaccién se encuentra controlada por difusién. No obstante, la
reaccion requiere que la amina no esté protonada para poder transcurrir, lo que
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hace que, en el medio dcido en el que el tri6xido de dinitr6geno se forma, la
proporcidon de amina desprotonada sea muy baja y pese a estar controlada por
difusioén, la reaccién sea significativamente lenta.

La serotonina no presenta este inconveniente porque el nitrégeno que se
nitrosa es muy dificil de protonar al estar integrado en una estructura aromatica.
Sin embargo, pese a la rapidez de la reaccidn, la constante de velocidad del en-
cuentro entre la serotonina y el tri6xido de dinitr6geno no es lo suficientemente
alta como para que la reaccion se considere controlada por difusién. No obstan-
te, tanto el efecto isotépico de 1,42, cercano al 1,25 provocado por la diferencia
de viscosidad del agua pesada en las reacciones controladas por difusién, como
la entalpia (tan sélo 6 kJ/mol superior al limite de las reacciones controladas
por difusién) sugieren que el mecanismo de reaccion se encuentra cercano a
control por difusién.

Challis y Lawson demostraron que los indoles con pK, superior a -3,5 siguen un
mecanismo controlado por difusién.?>* El pK, de la serotonina, -3,6, explica la
cercania al mecanismo al de una reaccién controlada por difusion.

5.3. Competencia entre N-nitrosacion y C-nitrosacion

Desde el punto de vista bioldgico, las nitrosaciones de aminas primarias son
menos peligrosas que las de compuestos aromdticos ya que, generalmente, la
molécula nitrosada se descompone rdpidamente antes de actuar sobre la célula,
dada la inestabilidad de la sal de diazonio, mientras que, por el contrario, la
C-nitrosacién forma compuestos estables que directa o indirectamente pueden
alquilar el material genético (seccion 2.3.2). Por eso es importante dilucidar qué
reaccién predomina en las moléculas aqui estudiadas.

Para conocer el tipo de nitrosacién dominante se han comparado las velo-
cidades de C-nitrosacion de cada sustrato (tiramina, dopamina y serotonina)
con la velocidad de N-nitrosacién representada por la fenetilamina. La diferen-
cia de velocidad entre ambas nitrosaciones depende exclusivamente del pH y
de la concentracién de nitrito. La dependencia del nitrito se debe a que las N-
nitrosaciones son de orden dos respecto a ese reactivo y las C-nitrosaciones son
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de orden uno. En consecuencia, cuanto menor sea la concentracion de nitrito
mayor serd el predominio de la C-nitrosacion. Este resultado se ve confirmado
por los espectros de masas de los productos de nitrosacién de las moléculas
complejas.

kS K INIT|[H)?
1 Ve 1 (H*]+KE) A+kS,/ Ky kS [HT])
z=log,,— =lo
8107, T O8I0 TN N N KN KN NI 2
(HF 1+ KN (HT]+K1)?

(5.4)

La ecuacién 5.4 muestra la forma en que se han comparado ambas velocida-
des. Como la velocidad de nitrosacién del anillo aromético es varios 6rdenes de
magnitud superior a la de la amina, por simplicidad se ha escogido el término
z que corresponde al logaritmo decimal del cociente entre ambas velocidades.
Esta ecuacion se ha representado en un mapa de contornos para los tres sus-
tratos en las figuras 5.5 y 5.4, de tal forma que se pueda ver la zona a partir de
la cual la velocidad de C-nitrosacién comienza a ser significativa respecto a la
de N-nitrosacién (diez veces superior). Para la tiramina (figura 5.5), que sufre la
nitrosaciéon aromatica més lenta, ha sido necesario utilizar para la concentracién
del nitrito una escala mds pequena.

En estas graficas se puede ver que las zonas donde la N-nitrosacién es im-
portante corresponde a pHs superiores a 4,0 y a concentraciones altas de nitrito
(2-1073 M para la tiramina y 6-10~2 M para la dopamina y la serotonina). Estas
condiciones se encuentra muy alejadas de las que se pueden encontrar en el
lumen del estémago, donde la baja concentracién de nitrito y la alta acidez
favorecen la C-nitrosacion frente a la N-nitrosacion, lo que es importante ante
la amplia presencia de la tiramina en la alimentacion.
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pH

0,002 0,004 0,006 0,008 0,010
[NIT] / M

0,02 0,04 0,06 0,08 0,10
[NIT] / M

Figura 5.4: Influencia del pH y la concentracién de nitrito en la relacién z en la nitrosa-
ci6on de la tiramina (gréfica superior) y la dopamina.
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0,02 0,04 0,06 0,08 0,10
[NIT] / M

Figura 5.5: Influencia del pH y la concentracién de nitrito en la relacién z en la nitrosa-
cion de la serotonina.

5.4. Actividad bioldgica de los compuestos estudiados

La aplicacion del test de Ames y el test de aberraciones cromosémicas a
los productos de nitrosacién del presente trabajo ha demostrado que son com-
puestos poco (en el caso de la tiramina) o nada mutdgenos y genotéxicos. Esto
entra en contradiccién con los estudios previos encontrados en la bibliografia
(seccién 2.5). No obstante, a diferencia de nuestro trabajo, que se realizé con
los nitrosocompuestos sintetizados, los estudios de la bibliografia se llevaron
a cabo poniendo en el medio de cultivo una disolucién formada por el com-
puesto a estudiar, un dcido y un gran exceso de nitrito s6dico, lo que induce
la aparicién de sales de diazonio arométicas estables por la diazotacién de los
C-nitrosocompuestos formados (seccién 2.3.2, pagina 77). 191:196211.214 por ello,
los trabajos de la bibliografia reflejan mas la actividad biolégica de estas sales
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de diazonio que la de los compuestos nitrosados, pese a que las condiciones de
exceso de nitrito son dificiles de darse en medios in vivo.

Mediante el test del MTT se ha comprobado que los nitrosocompuestos
obtenidos son citot6xicos en una intensidad segtin la secuencia:

NSER > NDOP > NTYR >> NMIN

Esta serie concuerda con la reactividad de los sustratos, salvo por el caso del ni-
trosominoxidilo. El nitrosominoxidilo no ha provocado una muerte significativa
de las células V-79 en ninguna de las concentraciones a las que se han expuesto
en este trabajo. Es posible que la ausencia de citotoxicidad de esta molécula se
deba a su tamafio y a la alta polaridad del enlace dativo de su estructura, que
dificultan que la molécula traspase la membrana celular.






Capitulo 6

Conclusiones

El estudio cinético de las reacciones de nitrosacién de etilbenceno, feneti-
lamina, tiramina, dopamina, serotonina y minoxidilo por espectrometria UV-
visible ha conducido a las siguientes conclusiones:

1. Eletilbenceno no se nitrosa en una escala significativa de tiempo, incluso
en las condiciones més favorables para las reacciones de nitrosacion.

2. Enlos margenes de tiempo en que se ha trabajado, la fenetilamina s6lo
sufre N-nitrosacién en su grupo -NH>. La ecuacién de velocidad experi-
mental de la reaccién de nitrosacion es:

. a[PHE][NIT]?[H"]

6.1
(H*] + B)? ©-1

3. El mecanismo de reaccién propuesto para la nitrosacién de fenetilamina
incluye como etapa limitante de velocidad el ataque de triéxido de dinitr6-
geno sobre la amina desprotonada. Ese mecanismo conduce a la siguiente
ecuacion de velocidad:

[PHE][NIT]2[H"]?
([H*]+ K7)?

v =k K3K3K K (6.2)
que se ajusta muy bien a los resultados experimentales.

305
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4.

El célculo por via cinética del valor del pK, del cido nitroso, efectuado so-
bre la base del mecanismo propuesto, concuerda bien con el bibliogréfico,
lo que apoya ese mecanismo.

El valor de la constante de velocidad de la etapa cinética determinan-
te de la alquilacion de fenetilamina por triéxido de dinitrégeno, k, =
(1,72 £ 0,08)-108 M~! 57!, y1a entalpia de activacién de esa reaccion, AH =
7 kI mol~!, indican que se trata de un mecanismo controlado por difusién.

La molécula de serotonina experimenta dos nitrosaciones consecutivas
en su anillo ind6lico: la primera tiene lugar en el nitr6geno heteroatémico,
siendo la segunda una reaccién de C-nitrosaciéon. Aquélla obedece a la
ecuacioén de velocidad:

_ a[SER][NIT]?[H"]
S (H+p?

(6.3)

El mecanismo propuesto conduce a una ecuacién de velocidad anéloga a
la encontrada en el caso de la fenetilamina salvo que, debido a la estructu-
ra aromadtica en que se encuentra integrado el &tomo de nitrégeno, éste
no se puede protonar en las condiciones débilmente 4cidas del medio de

reaccion:
v=k,K3K K K; [SER] [NIT]Z[H+]2 (6.4)
T e I HT K (HY] + K)2 '

El de los resultados experimentales ajuste a esta ecuacion ha conducido
aun pK; = 3,3 £ 0,2 para el sistema nitrito/4cido nitroso muy similar al
bibliografico lo que, también aqui, constituye un apoyo al mecanismo
propuesto.

. La segunda reaccion de nitrosacién de la serotonina, al igual que la nitro-

sacion de tiramina, dopamina y minoxidilo, es una sustitucidn electrofilica
aromaética de un hidrégeno por el grupo nitroso. La ecuacién de velocidad
experimental es:

_ alsustrato] [NIT][H*]?

— 6.5
YT HTT+ KDL+ BIHTD) (6.5)
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El mecanismo de nitrosacién para los cuatro sustratos indicados en 7.
implica, como etapa determinante de velocidad, la ruptura del complejo
de Wheland formado en el ataque de los iones nitrosonio/nitrosacidio
al anillo aromético. El mecanismo propuesto conduce a la ecuacién de
velocidad:

, — kaKa[sustrato] NIT] [H*]?

(H*]+ KD (L + 4 [H*)

(6.6)

. En las reacciones de nitrosacién en las que la etapa determinante es la

ruptura del complejo sigma se ha observado un claro efecto cinético
isotopico k?zo/ k(l? 20 reflejo de transferencia protonica en esa etapa.

El excelente ajuste de los resultados a las relaciones isocinéticas A H*/AS*
yIn k7 /In kr, tanto por parte de las reacciones ahora investigadas como
por otras reacciones de C-nitrosacion previamente estudiadas es indicati-
vo (aunque no demostrativo) de un mecanismo comun. La reactividad de
estos compuestos estd controlada por la activacion del carbono nitrosable
por su entorno electrénico.

En la tiramina, dopamina y serotonina las reacciones de C-nitrosacion
predominan sobre las de N-nitrosacion.

El amplio uso comercial del minoxidilo y el elevado valor del coeficiente
de absorcién molar del nitrosominoxidilo acreditan a aquél como buen
reactivo para el andlisis de nitritos, con un excelente limite de deteccién
(3,88-107% M). Por la misma razén, como resultado colateral de esta inves-
tigaciéon de Doctorado, se ha implementado una préctica de laboratorio
para alumnos de quimica general y medioambiental.

En contraste con algunos resultados bibliograficos, los encontrados en
este trabajo sugieren una baja mutagenia y genotoxicidad (test de Ames)
de los nitrosocompuestos investigados. En cambio, su citotoxicidad (test
del MTT) es consistente con la reactividad de los sustratos de los que
proceden. El minoxidilo, probablemente debido a su tamano y polaridad,
no es citotoxico.
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