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RESUMEN

En este trabajo se ha sintetizado el metabolito de fase | del antiinflamatorio no esteroideo

naproxeno, el acido 6-hidroxi-2-naftil propanoico, y se ha llevado a cabo su caracterizacion fotofisica

y fotoquimica, como estudios preliminares para profundizar sobre la posible fotosensibilizacion

causada por el metabolito.

Partiendo de (S)- o (R)-naproxeno, por tratamiento en medio acido, se obtuvieron los dos

enantiomeros (S)- y (R)- del acido 6-hidroxi-2-naftil propanoico (el metabolito).

En cuanto a los aspectos fotofisicos y fotoquimicos:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

No se observaron diferencias significativas en los espectros de absorcién del farmaco y del
metabolito en distintos disolventes.

En los espectros de fluorescencia se apreciaron diferencias entre el comportamiento de
ambos sustratos, especialmente en medio tamponado fosfato-salino (pH = 7,4), debido al
equilibrio fenol-fenolato que ocurre en el metabolito. Tanto los rendimientos cuanticos de
fluorescencia como los tiempos de vida de fluorescencia fueron diferentes para ambos
sustratos.

Farmaco y metabolito poseen energias de singlete muy similares.

Mediante fotdlisis de destello laser, en el espectro de absorcion transitoria del metabolito en
PBS se observd una banda con un maximo a 440 nm, atribuida al estado excitado triplete y
un catién radical a longitudes de onda comprendidas entre 550-650 nm.

La interaccidn metabolito-albimina sérica humana fue estudiada mediante un tratamiento
de Stern-Volmer; se observd una desactivacidn creciente de la fluorescencia de la proteina
(debida al triptofano de la misma) a medida que aumentaba la concentracidn de metabolito
en el medio. Se observa una ligera estereodiferenciacion.

La irradiacion del metabolito conduce, por descarboxilacion, a 1-(6-hidroxinaftalen-2-il)etan-
1-ona como principal fotoproducto.

No se observa fotounién covalente a albimina sérica humana, aunque si una degradacion del
compuesto de partida tras ser irradiado.

Palabras Clave: Naproxeno, 6-O-desmetilnaproxeno, fotofisica, fotoquimica, fotosensibilizacidn.



RESUM

En aquest treball s’ha sintetitzat el metabolit de fase | del antiinflamatori no esteroidal naproxén,

I'acid 6-hidroxi-2-naftil propanoic. S’ha procedit a la caracteritzacié fotofisica i fotoquimica per

comparar les propietats fotosensibilitzants del metabolit amb les del farmac del qual prové.

Partint de (S)- o (R)-naproxén, per tractament en medi acid, es va obtindré els dos enantiomers (S)- i

(R)- de I'acid 6-hidroxi-2-naftil propanoic (el metabolit).

En quant als aspectes fotofisics i fotoquimics:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

No es van observar diferéncies significatives en els espectres d’absorcié del farmac i del
metabolit entre els distints dissolvents.

En els espectres de fluorescencia es van apreciar diferéncies entre el comportament
d’ambdds substrats, en especial en medi tamponat fosfat-sali (pH = 7,4) per 'equilibri fenol-
fenolat del metabolit. Tant els rendiments quantics de fluorescéncia com en els temps de
vida de fluorescéncia van ser diferents per a ambdds substrats.

Farmac i metabolit tenen energies de singlet molt paregudes.

Mitjancant fotolisi de flaix laser, en I'espectre d’absorcié transitoria del metabolit en PBS es
va observar una banda amb un maxim a 440 nm, atribuit al estat excitat triplet i un catié
radical a longituds d’onda compreses entre 550-650 nm.

La interaccié metabolit-albumina sérica humana va ser estudiada per I'equacié d’Stern-
Volmer; es va observar una desactivacid creixent de la senyal de fluorescencia (deguda al
triptofan de la mateixa) segons augmentava la concentracié de metabolit en presencia
d’albimina serica humana. S’ observa una lleugera estereodiferenciacién.

La irradiacié del metabolit condueix, per descarboxilacié, a 1-(6-hidroxinaftalen-2-il)etan-1-
ona com a principal fotoproducte.

No es va observar fotounié covalent a I'albimina sérica humana, encara que si una
degradacié del compost del qual prové després de ser irradiat.

Paraules clau: naproxén, 6-O-desmetilnaproxén, fotofisica, fotoquimica, fotosensibilitzacié.



ABSTRACT

In this work, the nonsteroideal anti-inflammatory phase | metabolite naproxen, the 6-hydroxy-2-
naphthalen propanoic acid was synthesised, and its photophysical and photochemical
characterization was done as preliminary studies in order to know if the metabolite may cause
photosensitization.

Two 6-hydroxy-2-naphthalen propanoic acid (S)- and (R)- enantiomers were obtained from (S)- or (R)-
naproxen in acid solution.

Related to photophysical and photochemical matters:

1) No significant differences were appreciated between drug’s and metabolite’s absorption
spectra in different solvents.

2) Differences in fluorescence spectra were appreciated between both substrates, specially in a
phosphate buffer-saline (pH = 7.4) due to a phenol-phenolate equilibrium of the metabolite.
Both fluorescence quantum vyield and excited singlet state lifetime were different for the
substrates.

3) Drug and metabolite have similar singlet excitation energy.

4) A band with a maximum at 440 nm was observed in the transitory absorption spectra of the
metabolite in PBS with laser flash photolysis. This band belongs to the excited triplet state
and there is another band between 550-650 nm that fits to a radical cation.

5) Metabolite-human serum albumin interaction was studied using the Stern-Volmer’s
treatment; a growing quenching fluorescence of the protein was appreciated (due to the
protein tryptophan) whenever the metabolite concentration were increasing. It was seen a
slight stereodifferentiation.

6) A decarboxylation reaction was observed after the metabolite irradiation. The main
photoproduct was 1-(6-hydroxynaphthalen-2-il)ethan-1-one.

7) Covalent photobinding to human serum albumin was not appreciated, although degradation
in the initial compound occurred after being irradiated.

Key words: naproxen, 6-O-desmethylnaproxen, photophysics, photochemistry, photosensitization.
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Sintesis y caracterizacion fotofisica y fotoquimica de metabolitos del antiinflamatorio no

esteroideo naproxeno

1. OBJETIVOS

El presente Trabajo Final de Master, desarrollado en el grupo de Estados excitados: deteccion,

dindmica, transformaciones y campos de aplicacion, adscrito al Departamento de Quimica de la

Universitat Politécnica de Valencia (UPV) y en colaboracién con el Instituto de Tecnologia Quimica

(ITQ), tiene como objetivo el estudio de las propiedades fotofisicas y fotoquimicas del metabolito de

fase | del farmaco naproxeno (NPX), el acido 6-hidroxi-2-naftil propanoico (6-O-desmetilnaproxeno,

DNPX) en sus formas enantioméricas (S)- y (R)-, con el fin de compararlo con el farmaco de partida.

Para ello se abordaran los siguientes puntos:

Sintesis de (S)- y (R)-DNPX a partir del naproxeno.

Caracterizacion fotofisica de los estados excitados de DNPX en distintos medios.

Estudio de la interaccidn y la posible estereodiferenciacion de (S)- y (R)-DNPX en presencia
de la proteina transportadora albumina sérica humana (ASH)

Caracterizacion de los fotoproductos del DNPX obtenidos al irradiar con luz ultravioleta A
(UV-A) en disolvente organico y en presencia de ASH.

Los objetivos académicos que se pretenden alcanzar con la realizacidn del trabajo son los siguientes:

v

v

Realizacién de un proyecto individual en el ambito de la Ingenieria Quimica focalizado en el
uso de los conocimientos quimicos adquiridos a lo largo de la carrera y el master.

Aplicacién de los conocimientos relacionados con quimica basica, quimica orgdnica, quimica
fina, quimica fisica, experimentacidén en andlisis quimico y elucidacién estructural y andlisis
estadistico para el estudio de los resultados obtenidos.

Capacidad para encontrar, analizar, seleccionar, procesar vy clasificar informacion
bibliografica perteneciente al dambito de la comunidad cientifica, empledndose para ello
herramientas de busqueda bibliografica avanzadas.

Ampliacién de los conocimientos adquiridos a lo largo de la formacién académica en el
ambito de la quimica, especialmente en la disciplina de la fotoquimica organica.

Trabajo Final de Mdster — Alejandro Mateos Pujante 15



Sintesis y caracterizacion fotofisica y fotoquimica de metabolitos del antiinflamatorio no
esteroideo naproxeno

2. JUSTIFICACION

2.1 JUSTIFICACION TECNICA

En las ultimas décadas, los grandes esfuerzos realizados en medicina han permitido conocer el origen
de numerosas enfermedades, asi como desarrollar tratamientos adecuados para las diversas
patologias ocasionadas por las mismas, o incluso su curacion mediante el uso de farmacos. Sin
embargo, sin una sociedad altamente industrializada con un mercado globalizado, probablemente
seria imposible la distribuciéon de dichos tratamientos, restringiendo en gran medida la repercusién
de dichos conocimientos en la sociedad.

Actualmente, de entre todas las patologias sufridas por el ser humano, el dolor de origen musculo-
esquelético es uno de los motivos de consulta médica mas habitual, donde teniendo en cuenta el
aumento de la esperanza de vida, el tratamiento de estos sintomas tiene un gran impacto en la
sociedad.

En este contexto, los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) constituyen un grupo heterogéneo de
compuestos que presentan actividad analgésica, antiinflamatoria y antipirética, reduciendo por ello
la sensacién de dolor, la inflamacién y la fiebre.® De hecho, constituyen uno de los grupos
farmacéuticos mas prescritos en la actualidad, situdndose entre los 15 grupos de medicamentos con
mayor consumo.’

Segun la agencia espaiola de medicamentos y productos sanitarios (AEMPS), el consumo de AINEs
ha ido fluctuando a lo largo del siglo XXI. En la primera década, su consumo ha ido en aumento desde
38,74 hasta 52,69 dosis diarias definidas (DDD) por mil habitantes y dia (DHD) (un aumento del 36 %).
Sin embargo, en los ultimos afios, su consumo ha ido descendiendo acusadamente, pasando de 43,12
en el afio 2013 a 37,89 en el aiflo 2016 (un descenso del 12,13 %). Si bien es cierto que el aumento del
consumo de AINEs afectaba practicamente a los del subgrupo arilpropidnicos, el descenso afecta a
todos los subgrupos. En la siguiente imagen se muestra la evolucidn del consumo de AINEs,
diferenciando los cuatro subgrupos mas consumidos: arilacéticos, arilpropiénicos, Coxibs vy
Oxicams).?

Trabajo Final de Mdster — Alejandro Mateos Pujante 16



Sintesis y caracterizacion fotofisica y fotoquimica de metabolitos del antiinflamatorio no
esteroideo naproxeno
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Figura 1. Consumo de AINEs en Espaifa entre 2000 y 2016.

Fuente: Elaboracidn propia a partir del informe de utilizacién de medicamentos antiinflamatorios no esteroideos en Espafia
durante los periodos 2000-2012 y 2013-2016.

Centrando el analisis en los ultimos afios (2013—2016)4, del consumo total de AINEs, el 80 %
corresponde a cuatro principios activos, siendo el ibuprofeno y el naproxeno los mas consumidos,
con un 36 %y 22 % del total del consumo en 2016, respectivamente (Figura 2). Ambos pertenecen a
la familia de los arilpropidnicos. El tercer y cuarto puesto son para el diclorofenaco y etoricoxib,
pertenecientes a los subgrupos arilacéticos y Coxibs respectivamente, cuyo consumo es muy similar
(representan el 20 %).

20
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=
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B lbuprofeno W MNaproxeno B Diclorofenaco W Etoricoxib

Figura 2. Principios activos mas consumidos en Espaina entre 2013 y 2016.

Fuente: Elaboracidn propia a partir del informe de utilizacién de medicamentos antiinflamatorios no esteroideos en Espafia
durante el periodo 2013-2016.
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Sintesis y caracterizacion fotofisica y fotoquimica de metabolitos del antiinflamatorio no
esteroideo naproxeno

Pese a que los efectos beneficiosos de los AINEs son notables, también generan efectos adversos en
el organismo. Entre las reacciones adversas mas comunes destacan: reacciones gastrointestinales
(formacion de Ulceras gastricas, siendo este evento el mas frecuente), incremento del riesgo
cardiovascular, fallos renales (nefropatias agudas), reacciones de hipersensibilidad y reacciones
hematoldgicas.

Centrando la atencidn en las reacciones de hipersensibilidad, las mds comunes son las reacciones de
fotosensibilidad, las cuales son respuestas anormales de la piel tras una exposicion a la radiacion
ultravioleta (en concreto, radiaciones de longitud de onda larga o UV-A) y pueden dar lugar a
enfermedades denominadas fotodermatosis. Multiples factores afectan al desarrollo de las
reacciones de fotosensibilidad, siendo la causada por agentes exdgenos la mas habitual. Este tipo de
fotosensibilidad se produce cuando un compuesto quimico, denominado fotosensibilizante, es capaz
de interaccionar con la radiacion electromagnética y provocar el desarrollo de lesiones en la piel.

Se distinguen dos tipos de fotodermatosis generadas por agentes quimicos exdgenos (administrados
por via tdpica y/o sistematica): la fototoxia (generacion de un compuesto fotoactivo capaz de
producir dano celular) y la fotoalergia (transformacién quimica del fotosensibilizante que al
combinarse con las proteinas de la piel produce una reaccién inmunoldgica).’

Entre los principales agentes fotosensibilizantes se encuentran los AINEs como uno de los principales
fotosensibilizantes, siendo el ibuprofeno y el naproxeno los dos mds consumidos en la sociedad. Si
bien hay un gran nimero de estudios fotoquimicos referentes a dichos compuestos, existen muchos
menos estudios referentes a sus metabolitos, que son estructuras quimicas que surgen por
transformaciones bioldgicas de los compuestos originales por el organismo. Es por ello que este
trabajo tiene como objetivo la caracterizacion fotofisica y fotoquimica de uno de los metabolitos de
fase | del naproxeno, el segundo antiinflamatorio no esteroideo mds consumido.

2.2 JUSTIFICACION ACADEMICA

Se ha realizado el presente Trabajo Final de Mdster para la integracidn de diversos conocimientos
adquiridos a lo largo de la titulacion de Master Universitario en Ingenieria Quimica (MUIQ) de forma
transversal, en especial atencién a aquellos campos relacionados en el area quimica, tanto
conceptual como experimental, recibida tanto en el grado (como pueden ser Quimica general,
Quimica-Fisica, Quimica Organica, Experimentacion en Andlisis Quimico, Experimentacion en
Ingenieria Quimica I, Il y lll, etc.), como en el master (Quimica orgdnica avanzada: elucidacion
estructural, Quimica organica industrial: procesos de quimica fina, Direccién y Gestion de Proyectos,
etc.).

Adicionalmente se busca la ampliacién de nuevos conocimientos en el campo de la quimica, como es
el caso de la fotoquimica molecular. En este contexto, con el desarrollo y realizacién del trabajo de
pretender completar y finalizar la titulacién de Master Universitario en Ingenieria Quimica.

Trabajo Final de Mdster — Alejandro Mateos Pujante 18



Sintesis y caracterizacion fotofisica y fotoquimica de metabolitos del antiinflamatorio no
esteroideo naproxeno

3. INTRODUCCION

3.1 ANTIINFLAMATORIOS NO ESTEROIDEOS (AINEs)

El desarrollo de los antiinflamatorios no esteroideos tiene sus origenes en el afio 1763, cuando el
reverendo Edmund Stone realizé el primer estudio clinico sobre los efectos del extracto de sauce
como tratamiento antifebril. Mas tarde, en 1828 Johan Andreas Buchner descubrié que el
ingrediente activo de la corteza de sauce se debe a la salicina, un glucdsido que mediante hidrdlisis
libera glucosa y alcohol salicilico. Este ultimo podia ser convertido en acido salicilico (antecesor de la
aspirina), un compuesto que presenta propiedades analgésicas y antiinflamatorias, sintetizado por
primera vez en 1859 por Kolbe. Finalmente, en 1897, Félix Hoffmann descubrié el acido
acetilsalicilico, el cual constituye el principio activo de la aspirina, con propiedades analgésicas,
antipiréticas y antiinflamatorias.®

Tras el descubrimiento de la aspirina se impulsé el desarrollo de toda una familia de farmacos, los
antiinflamatorios no esteroideos, los cuales poseen actividades analgésicas, antipiréticas y, en su
mayoria, antiinflamatorias. Una de las formas de clasificacion mas comun de los AINEs es por su
grupo quimico’, el cual se presenta en la tabla 1.

Tabla 1. Clasificacion quimica de los antiinflamatorios no esteroideos.

Fuente: B.C. Garrido Lopez et al. Antiinflamatorios no esteroideos: farmacodindmica, reacciones adversas e indicaciones en
reumatologia, 2011.

Grupo quimico AINE
Acidos acéticos Aceclorofenaco

Diclorofenaco
Indometacina
Ketorolaco
Sulindaco
Tolmetina

Acidos antranilicos Acido mefenamico
Acidos arilpropidnicos Fenoprofeno
Flurbiprofeno
Ibuprofeno
Ketoprofeno
MNaproxeno
Inhibidores de la COX-2 Celecoxib
Etoricoxib

Parecoxib

Oxicams Lornoxicam
Meloxicam
Piroxicam

Tenoxicam

Paraaminofencles Paracetamol

Pirazolonas Metamizol
Propifenazona
Salicilatos Acido acetilsalicilico

Diflunisal

Salicilato sodico
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Sin embargo, una clasificacion mas simple de los AINEs consiste en dividirlos en dos grandes grupos:
inhibidores selectivos de la ciclooxigenasa-2 (COXIBs) y los AINEs no selectivos o tradicionales. Esta
diferenciacién surge como consecuencia de una accién farmacolégica diferente en uno de los pasos
del mecanismo de su accién general7, el cual se detallara a continuacion.

Aunque los AINEs poseen las mismas principales acciones terapéuticas, cada uno de ellos posee una
accién mas especifica. Esto es debido al mecanismo de accidn, ya que aunque todos parten del
mismo origen, el mecanismo de accion puede no desarrollarse de la misma forma en todos los casos,
dando lugar a diferentes acciones terapéuticas, asi como a reacciones adversas (entre otros factores
no farmacolédgicos). Es necesario definir un cuadro clinico adecuado en cada paciente para
determinar el farmaco mas adecuado a su situacién.’?

3.1.1 Mecanismo de accidon de los AINEs

El mecanismo de accién principal de los AINEs estd relacionado con la inhibicion de la enzima
ciclooxigenasa (COX), la cual posee un papel fundamental en los procesos inflamatorios.

Ante determinados estimulos traumaticos (golpes, fisuras, cortes...) el organismo se protege frente a
los posibles agentes agresores, provocando la aparicién de inflamacién y dolor a causa de la accidn
de mediadores quimicos. Dichas agresiones externas activan la enzima fosfolipasa A2 (PLA,), cuya
accion enzimatica provoca la hidrélisis de los enlaces ésteres de los fosfolipidos presentes en la
membrana celular, ocasionando la ruptura de dicha membrana celular con la consiguiente liberacion
de los mediadores del dolor histamina, bradiquinina y acido araquiddnico (AA).

El 4cido araquiddnico o acido eicosatetraenoico es un acido graso poliinsaturado perteneciente a la
familia de los omega-6 que forma parte de la membrana celular de los mamiferos (esterificado a los
fosfolipidos de la membrana) y es sintetizado a partir del acido linoleico, uno de los acidos graso
esenciales, y por tanto no sintetizable por el organismo, que también pertenece a la familia de
omega-6.

Liberado el AA de la membrana celular, es metabolizado por acciéon enzimatica de diferentes enzimas
hacia la formacién de diferentes eicosanoides (sustancias derivadas del AA) a través de diversas rutas
metabdlicas, siendo las mas relevantes:

a) La ruta medida por las ciclooxigenasas (COX), la cual da origen a los prostanoides:
prostaglandinas (PGs) y tromboxanos (TXs)

b) La ruta medida por las lipooxigenasas (LOX), la cual da origen a los leucotrienios y las
lipoxinas.
c) La ruta mediada por el citocromo P450 (CYP450), el cual da origen a los 4&cidos

hidroeicosatetraenoicos (HETEs) y a los acidos epoxieicosatrienoicos (EETS)

Una vez secretadas, los eicosanoides actuan sobre diferentes receptores ubicados en la misma célula
o en el entorno cercano a ella.

Cabe destacar que una secrecion controlada de estas moléculas en condiciones normales permite
mantener un equilibrio en el funcionamiento del sistema nervioso central, cardiovascular, digestivo,
endocrino, respiratorio y sistema inmune, mientras que en situaciones patoldgicas se generan y
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secretan en exceso, alertando al organismo de la presencia de un suceso fuera de lo normal,
generando dolor, fiebre e inflamacién.’

A pesar de la gran cantidad de mediadores liberados en los procesos de inflamacion, los AINEs solo
actuan sobre la ruta medida por las ciclooxigenasas, inhibiendo reversible o irreversiblemente su
accion. En esta ruta, el AA liberado de la membrana plasmdtica por accion de la PLA, es metabolizado
por las enzimas COX, dando origen a las prostaglandinas y a los tromboxanos.

Inicialmente, el AA es oxidado cataliticamente por la enzima COX para sintetizar la prostaglandina G,
(PGG,), un producto inestable que se convierte rapidamente por accidn perodixante de la COX en la
prostaglandina H, (PGH,), la cual mediante transformaciones bioquimicas por acciones enzimaticas
especificas origina los prostanoides primarios PGD,, PGE, PGF,, PGl, y TXA,. Todos ellos
desempenan funciones bioldgicas cruciales en el organismo, dependiendo del érgano sobre el que
actuan y de la condicidn fisioldgica del organismo.

La enzima responsable de esta ruta metabdlica del AA no es Unica, sino que posee dos isoformas
(COX-1 y COX-2). La COX-1 es una enzima constitutiva presente en la mayoria de células del
organismo, que regula la sintesis de los prostanoides encargados del control homeostatico de
multiples funciones fisiolégicas, como por ejemplo la citoproteccion de la mucosa géstrica,
trombogénesis plaquetaria, hemodinamica renal o diferenciacién de macréfagos. Por otro lado, la
COX-2 es una enzima inducible frente a estimulos inflamatorios. Aunque también estd presente de
forma constitutiva en tejidos y drganos tales como la médula espinal, el cerebro y los rifiones, su
expresidon se ve notoriamente incrementada ante estados de inflamacion, siendo la principal
isoforma responsable de los procesos inflamatorios.

En resumen, se puede establecer que la isoforma COX-1 estd mas enfocada a la sintesis de
prostaglandinas en condiciones fisioldgicas de equilibrio, mientras que ante estimulos inflamatorios,
la isoforma COX-2 es la encargada de sintetizar una cantidad adicional de prostaglandinas bajo estas
condiciones, generandose en exceso y provocando la apariciéon de los sintomas tipicos de la
inflamaciodn.
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Figura 3. Ruta biosintética de las prostaglandinas y los tromboxanos a partir del acido araquiddnico.

Fuente: |. Vaya Pérez. Estados excitados del antiinflamatorio no esteroideo flurbiprofeno como sondas para la interaccién
con proteinas, 2007.

En funcidn del poder inhibitorio de los AINEs sobre las isoformas de la ciclooxigenasa, los AINEs se
pueden clasificar en cuatro tipos:
1. Inhibicién irreversible de ambas isoformas. La aspirina es un ejemplo de este grupo.’

2. Inhibicidn competitiva reversible de ambas isoformas. El ibuprofeno o el mefenamato son
ejemplos de este grupo.

3. Inhibicién lenta y dependiente del tiempo de ambas isoformas. A este grupo pertenecen la
mavyoria de los arilpropidnicos, como el flurbiprofeno y el naproxeno.™

4. Inhibicién lenta y dependiente del tiempo de la isoforma COX-2. A este grupo pertenecen la
familia de los coxibs o inhibidores selectivos de la COX-2."
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3.1.2 Principales efectos terapéuticos y reacciones adversas

Como se ha mencionado anteriormente, los AINEs son una serie de principios no esteroideos
caracterizados por presentar actividad analgésica, antipirética y antiinflamatoria, aunque también
muestran una serie de reacciones adversas. La mayoria de estos efectos derivan fundamentalmente
del mecanismo de accidn, detallado en el apartado anterior. En este punto, se comentaran con mas
detalle tanto los efectos terapéuticos como las reacciones adversas mas comunes de los AINEs.

Entre las principales acciones terapéuticas destacan:

- Accidn analgésica. Es la accidn principal de los AINEs y, segln la OMS, estan considerados
como los principios activos como mayor efectividad en este campo®. Esta accién terapéutica
deriva se deriva del bloqueo de la prostaglandina PGE, liberada tras un estimulo inflamatorio
tanto a nivel central como periférico, ya que es una de las sustancias enddgenas que mas
dolor, inflamacién y enrojecimiento generan por interaccionar con las neuronas sensitivas
periféricas de la médula espinal y el cerebro (induciendo un fenémeno de hiperexcitibilidad),
aumentar el flujo sanguineo y la permeabilidad capilar, respectivamente.*’

También influye a nivel periférico el bloque de la expresién de otras prostaglandinas
liberadas por traumatismo o inflamacidn que incrementan la sensibilidad de los nociceptores
a los mediadores quimicos liberados, como la histamina o bradicina.

- Accidn antiinflamatoria. La inhibicidn la enzima COX provoca la inhibicidon generalizada de las
prostaglandinas y tromboxanos, reduciéndose las actividades sensibilizadores,
vasodilatadoras y quimiotacticas. Generalmente, los AINEs son mas eficaces frente a la
inflamacidn aguda.

- Accidn antitérmica. La fiebre es un mecanismo de respuesta generado ante situaciones
andémalas como la infeccién, lesidn, inflamacion, rechazo de tejidos, etc., utilizado para
desencadenar mecanismos fisioldgicos de defensa, entre ellos, la activacién de la sintesis de
prostaglandinas (en especial la PGE,). Inhibiendo la actividad de la enzima COX-2 se reducen
las concentraciones a nivel central de PGE,, evitando la aparicién de fiebre.

- Accidn antiagregante plaquetaria. Este efecto surge principalmente por la inhibicién de la
COX-1, disminuyendo la concentracidn del compuesto TXA,, un tromboxano responsable de
los mecanismos de coagulacidn: adhesién y agregacion plaquetaria. De esta forma se logra
reducir el riesgo de formacién de trombos.

Este efecto es irreversible a lo largo de la vida de la plaqueta en el grupo de los salicilatos y

. .. . 1
reversible pero con menor efecto en el resto de AINEs (a excepcidn de los coxibs)."®°
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Sin embargo, las reacciones adversas por accion farmacoldgica de AINEs son frecuentes (con una tasa
de reacciones adversas superior al 25%), y en ocasiones, graves, suponiendo un riesgo para la salud
del paciente. Entre las reacciones adversas comunes destacan:

- Reacciones gastrointestinales. Es el efecto adverso mas comun entre los AINEs, ya que
aparece como consecuencia de la inhibicién de la COX-1, la enzima encargada de sintetizar
local y sistematicamente en condiciones fisioldgicas prostaglandinas que protegen la mucosa
gastrica. Los efectos observados dependen del tipo de farmaco, de la dosis administrada y de
factores de riesgo individuales, pudiendo aparecer desde acidez y nauseas en casos de
menor gravedad hasta la aparicion de Ulceras gastricas y hemorragias digestivas altas (HDA),
causando sangrado y perforacién.

- Reacciones cardiovasculares. Es el efecto adverso mds peligroso por aumentar el riesgo
cardiovascular de los pacientes. Deriva de la inhibicidn de la COX-2, ya que la prostaglandina
PGl, contribuye a la regulacién de la homeostasis cardiovascular, desempenando funciones
como efecto vasodilatador e inhibiendo la agregacién plaquetaria. La inhibicién de dicha
prostaglandina ha sido relacionada con un aumento de la proagregacion plaquetaria y la
vasoconstriccion, favoreciendo la aterotrombosis.

- Reacciones renales. Ambas isoformas de la COX desempefian funciones importantes en las
funciones renales tales como vasodilatador, mantener la velocidad de filtracién y el flujo
sanguineo del rifidn. En este grupo se distinguen entre fallos renales agudos y graves. Los
agudos son generalmente dependientes de la duracidon y la dosis y reversibles. Las patologias
mas comunes estan asociadas con nefropatias agudas (sindrome nefrético, nefritis
intersticial aguda, necrosis tubular aguda, etc.). Por otro lado, los graves se caracterizan por
provocar una destruccion parcial o total de alguna de las partes del sistema renal. Destacan
la hiperpotasemia y la toxicidad renal crénica, la cual es una nefropatia intersticial que puede
evolucionar a insuficiencia renal terminal.

- Reacciones de hipersensibilidad. Es uno de los efectos adversos menos comunes, ya que solo
algunos farmacos son capaces de absorben la luz solar y de inducir dafos en la piel, causando
reacciones fototdxicas y fotoalérgicas. Los sintomas clinicos mas frecuentes son las
reacciones dérmicas leves (prurito, erupciones cutaneas, quemaduras leves de la dermis,
etc.). Efectos menos frecuentes pero mas graves son el eritema multiforme, la purpura, la
fotodermatitis (especialmente enfocada al grupo de los arilpropidnicos) y la necrosis
epidérmica toxica o sindrome de Lyell.*®%*

En la figura 4 se presenta a modo de resumen un esquema de las reacciones adversas comunes
(toxicidad renal, gastrointestinal y cardiovascular) para algunos AINEs.
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Figura 4. Toxicidad renal, gastrointestinal y cardiovascular de algunos AINEs.

Fuente: B.C. Garrido Lopez et al. Antiinflamatorios no esteroideos: farmacodinamica, reacciones adversas e indicaciones en
reumatologia, 2011.

3.1.3 Naproxeno

El acido 2-(6-metoxi-2-naftil) propanoico, cominmente conocido como naproxeno (NPX) es un
antiinflamatorio no esteroideo perteneciente al grupo de los arilpropiénicos. Este fdrmaco posee un
excelente efecto antiinflamatorio acompanado de efectos analgésicos y antipiréticos. Por sus
propiedades es utilizado para aliviar los sintomas y signos de la artritis reumatoide, artrosis,
episodios de gota aguda, sindromes reumatoides, dismenorrea y espondilitis anquilosante, asi como
en alteraciones musculo-esqueléticas acompanadas de dolor e inflamacién y como aliviador del dolor
post-operatorio durante breves periodos de tratamiento'. No obstante, las complicaciones
gastrointestinales son el efecto adverso mas comun debido a la rdpida y completa absorcion en el
tracto gastrointestinal™®, ademas de presentar riesgos renales y fototoxicidad debida a la generacion
de especies transitorias tras absorber luz solar que interaccionen con las biomoléculas.

Se trata de un compuesto quiral en el que la forma enantiomérica (S)- es la forma activa
bioldgicamente, ya que el enantiomero (S)- es mas activo como antiinflamatorio que el isémero

(R)7,16.

El naproxeno se administra de forma oral en dosis comprendidas entre 500-1000 mg/dia
(excepcionalmente 1500mg/dia)****, cuyas propiedades son dosis-dependiente, es decir, las
propiedades farmacocinéticas dependen de la cantidad suministrada del farmaco, y por lo general,
éstas se mantienen practicamente constantes para dosis inferiores a 500 mg.15
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Se han realizado numerosos ensayos clinicos para determinar las propiedades farmacocinéticas del
naproxeno, cuyos resultados para una dosis de 500 mg administrada de forma oral han sido los
siguientes:

e Se absorbe rdpida y completamente en el tracto gastrointestinal tras su administracidn oral,
alcanzando una concentracién maxima plasmatica tras 1-2 h después de la ingesta (rango de

tiempo variable segtn el caso clinico estudiado).***’

e Tiene un volumen de distribucion de 0.16 I/kg y a niveles terapéuticos se encuentra unido
fuertemente a las proteinas plasmaticas (albimina sérica humana principalmente) en mas de
un 98 %."*

e La vida media plasmatica o tiempo de vida medio del naproxeno oscila entre 12-16 horas,

cuyo estado o concentracion de equilibrio se alcanza tras la ingesta de 4 6 5 dosis.”>*"*®

e Aproximadamente, un 95% de la cantidad inicial de naproxeno se excreta en la orina con la
siguiente composicion: un 50% es excretado como acil glucurénido naproxeno, un 1% como
naproxeno, <1% como 6-O-desmetilnaproxeno y el resto como otros compuestos derivados

del naproxeno.**!"8

Una vez introducido el naproxeno en el organismo es metabolizado en dos fases. La primera fase
consiste en la desalquilacidon o desmetilacion catalizada por el citocromo P450s para la formacidn del
6-0-desmetilnaproxeno, siendo el principal metabolito de fase | del naproxeno que presenta un
porcentaje de unidn a proteinas del 100 % y de excrecién inferior al 1 %.

CH3

COOH

Figura 5. Estructura quimica del metabolito principal de fase I del naproxeno.

Posteriormente, NPX y DNPX son metabolizados en una segunda fase en acil glucurénido naproxeno,
iso acil glucurdnido naproxeno vy acil glucurénidos derivados del DNPX (6-O-desmetilnaproxeno éter
glucurdnido, 6-O-desmetilnaproxeno acil glucurénido y 6-O-desmetilnaproxeno iso acil glucurénido),
constituyendo los metabolitos de fase Il del naproxeno como resultado de la conjugacién con el acido
D-glucurénico. En el caso de los metabolitos derivados del DNPX, estos se forman mediante un

proceso de sulfatacion.***”*
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Figura 6. Estructuras quimicas del naproxeno y sus posibles metabolitos.

Fuente: The pharmacokinetics of naproxen, its metabolite O-desmethylnaproxen, and their acyl glucuronides in humans.
Effect of cimetidine, 1993.

Los acil glucurénidos son moléculas muy reactivas que pueden dar lugar a varias reacciones
altamente dependientes de la temperatura y pH. La habilidad de los acil glucurdnidos para unirse
covalentemente a proteinas es de particular interés para proporcionar mas informacién sobre su
toxicidad intrinseca, como hipersensibilidad y toxicidad celular.”

3.2 ALBUMINA SERICA

La albumina sérica (AS) es una proteina que se encuentra presente en todas las especies animales.
Pertenece al grupo de las proteinas transportadoras, que son aquellas encargadas de proporcionar
un medio de transporte, en el plasma sanguineo o a través de la membrana celular, a aquellos
sustratos capaces de interaccionar con sus centros activos (cavidades donde se producen
interacciones especificas entre sustratos y la proteina).

Existen albuminas séricas de diferente naturaleza, tales como de ratas (ASR), conejos (ASC), perros
(ASP), cerdos (ASCe), bovinos (ASB), humanos (ASH), etc., y aunque estructuralmente sean similares,
diferentes estudios han puesto de manifiesto diferencias en referencia a la unién de farmacos y
metabolitos a albuminas de diferente especie (como es el caso de la bilirrubina). Estas diferencias
muestran la necesidad de extender los estudios farmacocinéticos y farmacodindmicos a diferentes
especies, siendo las albuminas séricas humanas y bobinas las mas utilizadas en investigacidn, debido
a su facil adquisicion y bajo coste.
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La albimina sérica humana (ASH) es una de las proteinas mds importantes del cuerpo humano, ya
que es sintetizada por el higado y se encuentra pricticamente en todos los tejidos y fluidos
corporales, como por ejemplo, la piel, los musculos, humores vitreo y acuoso, saliva, sudor, sangre,
etc., siendo la proteina transportadora mas abundante del plasma sanguineo (39-55 g/L). Ademas,
por sus propiedades es altamente utilizada en medicina y en investigacion clinica, especialmente en

interaccién farmacoldgica.”*

En este trabajo se ha utilizado la ASH para el estudio de las interacciones farmaco-metabolito, por lo
gue en los siguientes apartados se hablara sobre esta proteina en concreto.

Figura 7. Estructura de la albumina sérica humana (izquierda) y de la albumina sérica bovina (derecha).

Fuente: |. Vaya Pérez. Estados excitados del antiinflamatorio no esteroideo flurbiprofeno como sondas para la interaccién
con proteinas, 2007.

3.2.1 Funcidn de la albumina sérica humana

La principal funcién de la albumina sérica es ejercer como vehiculo de transporte y distribucion de
sustancias exégenas y enddgenas en el interior del torrente sanguineo, como farmacos, hormonas,
vitaminas, acidos grasos anidnicos de cadena larga, etc. Esta funcidon es posible gracias a su alta
solubilidad combinada con su elevada carga negativa, facilitando que pueda ligarse reversiblemente
tanto a cationes como a aniones.”® Adicionalmente, esta carga negativa impide la excrecion de la
albumina por la orina, ya que la membrana basal del glomérulo renal también estd cargada
negativamente, impidiendo su filtracién.**

Ademas, también ayuda a regular el pH y la presidon oncética, que es la presién osmotica de la sangre

. . , o 24,2
ejercida por las proteinas plasmaticas.***’

Otras funciones de la albumina sérica son: incrementar la solubilidad de los ligandos unidos a ésta
(como los acidos grasos), disminuyendo su toxicidad o protegiéndolos frente a la oxidacion
(proteccidn del dafio peroxidativo al acido linoleico), actividad enolasa (actividad enzimatica que
participa en la glicdlisis, que es la ruta metabdlica encargada de oxidar la glucosa para obtener
energia), actividad esterasa debido a la proximidad de la arginina-410 vy la tirosina-411 (hidrélisis de
grasas), actividad glucuronidasa (hidrélisis del glucurénido de algunos farmacos como flurbiprofeno,

ketoprofeno o naproxeno), etc.”>***
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3.2.2 Estructura general de la albimina sérica humana

La albumina sérica consiste en una cadena polipeptidica simple sin grupos prostéticos (componente
no aminoacido que forma parte de la estructura de las proteinas) u otros aditivos, con peso
molecular de aproximadamente 67 kDa. Contiene 9 logos dobles formados por 17 puentes disulfuro
entrecruzados en toda la macromolécula, envolviendo a los residuos de cisteina adyacentes. Estos se
pueden agrupar en tres dominios homdlogos (dominio I, Il y Ill) que contienen a su vez 2 logos cada
uno de ellos, separados de los contiguos por otro logo, definiéndose dos subdominios (A y B) por
dominio. De esta forma, existe un amplio y variado nimero de sitios de unién donde los sustratos de

distinta naturaleza pueden interaccionar.”*

Es una proteina globular que constituye casi el 60 % del total de proteina en la sangre, la cual un 40 %
de la ASH permanece en el plasma mientras que el resto se encuentra en el espacio extravascular.
Con una masa molecular promedio de 66.3 kDa, presenta 585 aminoacidos en su secuencia, entre los
cuales existe un tiol libre (Cys-34) y un unico triptéfano (Trp-214). Cuando se irradia la proteina a
295 nm, absorben los aminodcidos aromaticos a excepcién del triptéfano, el cual tiene una energia
de emisién mds baja que la energia de absorcion de los demds grupos, por lo que sélo vemos su
emision.”’

A partir de andlisis cristalograficos realizados por difraccién de rayos-X, se conoce que la cadena
polipeptidica se dobla formando una hélice de dimensiones aproximadas de 80 x 80 x 30 A, con los
siguientes plegamientos: un 67 % en forma de a-hélice, un 10 % de lamina-B y un 23 % de cadena

extendida. Estudios recientes proponen que esta conformacién cristalina observada en estado sdlido
29,30

es andloga a la que presenta en disolucién neutra.

Dominiol

Sitio Il

Dominio lll

Sitio |

Dominio ll

Figura 8. Representacion de los dominios I, Il y Il junto con los subdominios en ASH.

Fuente: V.T. Giam Chuang y M. Otagiri. Stereoselective binding of human serum albumin, 2006.
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3.2.4 Interacciones con sustratos

Las albuminas son proteinas flexibles que pueden modificar su estructura para poder interaccionar
con sustratos de distinta naturaleza en sus centros activo. Dicha interaccidén puede generar cambios
en la albumina que provoquen un aumento en la estabilidad, mayor afinidad hacia otros sustratos,
etc.

En general, las albiminas séricas presentan una gran afinidad por acidos grasos, aminoacidos,
metabolitos como la bilirrubina y farmacos, entre los que se encuentran los antiinflamatorios no
esteroideos (AINES).

Interaccion con farmacos

Es importante realizar estudios de las interacciones farmaco-proteina a fin de conocer la
biodistribucion, el metabolismo, la eliminacidn y el efecto farmacoldgico de éstos en el organismo.

Los AINES presentan un alto grado de unidn con la albumina, en la mayoria de los casos, del 99 %, la
cual se lleva a cabo mediante interacciones reversibles de tipo van der Waals, puente de hidrégeno o
puente salino, cuyas constantes de asociacién oscilan entre 10* y 10° M. En otros casos, dichas
interacciones son irreversibles. Interacciones que se observan con mas frecuencia en ciertos tipos de
metabolitos de los farmacos, como los glucurénidos. Tanto la naturaleza como la
reversibilidad/irreversibilidad de las interacciones son importantes conocerlas, ya que se puede
alterar el destino metabdlico del farmaco en cuestidon, asi como modificar las propiedades
estructurales y/o funcionales de la proteina, pudiendo generar efectos tdéxicos como
hipersensibilidad y toxicidad hepatica y renal aguda.

Aunque las albuminas séricas poseen varios sitios de unidn con sustratos (tal y como se mostré en la
figura 8), se sigue aceptando por consenso la existencia de dos sitios especificos de unién o centros
activos para moléculas organicas pequefias. En el caso de la ASH, estos sitios de unién especificos,
designados por Sudlow et al. en 1975, se conocen como sitio | (o sitio de unidn de la warfarina) y sitio
Il (o sitio de unién del diazepan).

En el sitio I, situado en el subdominio IIA, predominan las interacciones hidrofébicas (warfarina,
indometacina, fenilbutazona o ésteres de los acidos arilpropidnicos son ejemplos de sustratos con
gran afinidad por el sitio I). Algunas evidencias proponen que el sitio | es flexible y de gran tamafio,
posibilitando la interaccién de moléculas grandes en él y dificultando la observacién de la
estereoselectividad en la interaccion con los sustratos. Los aminoacidos con mayor relevancia para la
interaccion de sustratos tipo farmacos son el triptdfano 214 (Trp-214) y la arginina 218 (Arg-218).

Por otra parte, en el sitio ll, situado en el subdominio IlIA, predominan las interacciones
electrostaticas y de tipo puente de hidrégeno. Es de menor tamafio y con menor flexibilidad que el
sitio |, facilitando la observacién de interacciones estereoselectivas (un ejemplo de ello se aprecia
con el L-triptéfano, cuya afinidad por el sitio Il es 100 veces mayor que la del isémero D. Los
aminodcidos arginina 410 (Arg-410) y tirosina 411 (Tyr-411) desempefian un pale importante en la

interaccion con los ligandos.>**
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Interaccion con acidos grasos

Los acidos grasos de cadena larga (C46-Cy0) son intermedios cruciales en el metabolismo de lipidos,
puesto que son necesarios para la sintesis de membranas lipidicas, hormonas y son una importante
fuente de energia. Son compuestos muy insolubles en el plasma sanguineo, pero gracias a su
interaccion con la albimina sérica, su solubilidad aumenta, permitiendo de esta forma su transporte
por el organismo.

Las albuminas séricas poseen hasta siete sitios de unién con acidos grasos de distinto tamafio de
cadena, donde se establecen interacciones de tipo puente de hidrégeno o puente salino entre el
carboxilato del acido graso y los residuos de aminoacido presentes en el centro de unién e
interacciones hidrofébicas entre la cadena lateral del acido graso y el medio que le rodea. Mientras
los acidos de cadena media (C¢-Ci4) interaccionan casi exclusivamente en el sitio Il, los de cadena
larga lo hacen en el sitio | o en otros dominios de unién de la albumina, pudiendo utilizarse para

desplazar farmacos de su sitio de unién.*"*

Interacciones competitivas

Dada la flexibilidad de la albimina y a que posee un numero limitado de sitios de unién de alta
afinidad con los sustratos, la unidn sustrato-AS puede generar cambios en la estructura de la
proteina susceptibles de influir en la unidon de nuevos farmacos a los sitios restantes. Dicha alteracion
en la estructura proteica es importante porque puede modificarse la distribucién y eliminacién de un
farmaco, hasta el punto de alterar sus efectos terapéuticos. Este riesgo aumenta cuando dos o mas
farmacos compiten por el mismo sitio de unién, o si un farmaco es desplazado de su sitio de unién
preferente (por ejemplo, por un acido graso). Si un farmaco es desplazado de su sitio de unién
preferente, puede o bien desplazarse a otro sitio de unién de menor afinidad, sin salir de la proteina
pero con una menor interaccién, o bien ser expulsado de la proteina hacia el medio, aumentandose
en ambos casos la concentracion del farmaco libre en el medio (siendo esta liberacion mas acusada
en el segundo caso).

Puesto que la actividad farmacolégica de un medicamento depende de la concentracién del farmaco
libre en el medio, el desplazamiento al sistema sanguineo del fdrmaco previamente unido a la
proteina incrementaria la concentracion libre de éste, produciéndose un aumento de su actividad
que podria llegar a generar toxicidad por sobredosis. Los desplazamientos desde el sitio de mayor
afinidad a otro de menor afinidad se producen con mayor frecuencia para los farmacos que
interaccionan fuertemente con la proteina y que requieren poca concentracion libre para realizar su
efecto terapéutico. Por esta razén, es importante estudiar los mecanismos de las interacciones
competitivas entre farmacos, para poder determinar, por ejemplo, la dosis a suministrar de un

farmaco durante la administracién simultanea de otro.*?*
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3.3 FOTOQUIMICA MOLECULAR

La fotoquimica molecular es la rama de la ciencia que estudia los procesos fisicos y quimicos
inducidos por la absorcidn de fotones y propone mecanismos de reaccién basados en estructuras
moleculares.®

Un proceso fotoquimico se inicia tras la absorciéon de radiacion UV-visible (200-800 nm). Dicha
absorcién se produce como consecuencia de la generacién de una perturbacién debida a la
interaccion entre el campo eléctrico de la molécula y del fotdn, conduciendo a la absorcidn del fotén,
el cual transfiere su energia a la molécula, produciéndose en esta un cambio en su configuracién
electrénica. Esta energia no se distribuye al azar en la molécula, sino que es absorbida
selectivamente por grupos cromadforos (grupos quimicos no saturados con electrones en orbitales n o
7 capaces de absorber energia y excitarse a diferentes longitudes de onda, como por ejemplo,
dienos, grupos carbonilo, anillos aromaticos, etc.). El estudio y cuantificacién de la distribucién de
dicha energia mediante espectros de absorcién y emisién de una molécula proporcionan informacion
sobre la estructura, energia y dinamica de los estados electréonicos excitados, ayudando a
comprender e interpretar las propiedades fotofisicas y reacciones fotoquimicas de los compuestos.

Cuando una molécula absorbe un fotdn alcanza un estado electréonicamente excitado, el cual es
inestable respecto al estado inicial o fundamental. En este punto, la molécula excitada puede perder
el exceso de energia para regresar a su estado fundamental a través de diferentes mecanismos, que
dependiendo del resultado final, se pueden clasificar en dos grandes grupos: procesos fotofisicos o
fotoquimicos.*

- Los procesos fotoquimicos hacen referencia a las transformaciones quimicas que puede
experimentar una molécula desde su estado electrénico excitado para dar lugar a estructuras
mas estables con una configuracién distante al de partida.

- Los procesos fotofisicos son aquellos donde se producen cambios en los estados cuanticos de
las moléculas sin alterar la estructura quimica, con el fin de alcanzar estados energéticos mas
estables. Son transiciones energéticas en las que se producen interconversiones entre
estados excitados o un estado excitado y el fundamental. En funciéon de si durante la
desactivacién se emite radiacidn electromagnética, los procesos fotofisicos se caracterizan a
su vez en procesos radiantes (se produce emisién de radiacion electromagnética desde el
estado excitado para regresar al fundamental) o no radiantes (conversiones entre estados
excitados sin emisidn de radiacion electromagnética).
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3.3.1 Procesos fotofisicos

Los procesos fotofisicos son aquellos en los que se producen cambios cuanticos en las moléculas sin
gue se vea modificada su estructura quimica. Estos procesos pueden subdividirse a su vez en dos
grupos: las transiciones radiantes, que implican un cambio en la energia total de la molécula debida a
la absorcién o emision de un fotdn, y las transiciones no radiantes, que implican conversiones entre
estados energéticos de la molécula sin que se produzca ninguna emision de radiacién
electromagnética. Las principales transiciones radiantes y no radiantes quedan recogidas en el
diagrama de Jablonsky (figura 9).

Cabe destacar que cuando uno de los electrones de la molécula es excitado a un nivel de energia
superior, éste puede seguir apareado (nUmeros de espines opuestos) con el electrén del estado
fundamental, formandose un estado singlete excitado (S,) o puede desaparearse del mismo,
permaneciendo paralelos entre si y originando un estado triplete excitado (T,).

Entre los procesos radiantes mas comunes cabe destacar la absorcion, fluorescencia vy
. 4
fosforescencia.?

Absorcidn (A)

Es el fendmeno por el cual una molécula absorbe la energia de un fotén y es promovida a un estado
energético superior al inicial (estado excitado), el cual es inestable y regresara al estado de minima
energia (estado fundamental) liberando la energia absorbida. La absorcidon esta asociada a
transiciones electrénicas ente diferentes niveles energéticos dentro de la molécula, las cuales
pueden ser transiciones permitidas (singlete-singlete, Sy + hv — S,,) o prohibidas (singlete-triplete,
So + hv = T,,) por la regla del espin.

Cuando se hace pasar un haz de luz monocromatica a través de una muestra, la potencia del haz es
atenuada como consecuencia de la absorcién de fotones por las moléculas absorbentes de la
muestra. Se define entonces una propiedad de las sustancias denominada absorbancia, que es la
relacion logaritmica entre la intensidad del haz antes y después de pasar por la muestra. La ley de
Lambert-Beer es la expresidn que relaciona la absorbancia de la muestra con su concentracién a
través de la expresion:

Iy

A=log—=¢-1l-c

I
Donde Iy e | son las intensidades del haz de luz monocromatico antes y después de pasar por la
muestra, respectivamente, [ la distancia recorrida por la luz en el medio absorbente (cm), c la
concentracion de la sustancia en el medio (mol/l) y € el coeficiente de absorcién molar, que depende
de la naturaleza de la sustancia absorbente, la longitud de onda del haz y de la temperatura. La
relacion lineal entre absorbancia y concentraciéon solo se cumple para valores de absorbancia

bajos.*®*

Por otro lado, si se registra la diferencia de intensidades antes y después de pasar por la muestra
utilizando haces de luz con longitudes de onda variable en la region UV-visible (de menor a mayor
energia), se obtiene el espectro de absorcion de la muestra, cuyas bandas dan informacién sobre las
diferencias energéticas entre los estados energéticos de la molécula. Aungque no proporciona una
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clara identificacidon del compuesto, es Util para observar cambios en los grupos funcionales de una
molécula, por ejemplo, formas dcido-base de una misma sustancia.*

Fluorescencia (F)

Es el fendmeno de interaccién entre la radiacion y la materia por el cual una molécula previamente
excitada emite radiacion electromagnética, cuya energia es menor que la energia absorbida por la
molécula, para alcanzar el estado fundamental. En concreto, el proceso de fluorescencia implica la
emision de un fotdn de la especie desde el estado excitado singlete de menor energia (S;) hasta el
estado fundamental (So) (S; = So + hv), que al tratarse de una interacciéon entre estados con la
misma multiplicidad de spin, esta permitida por la regla del spin.**

La energia emitida siempre sera menor que la absorbida, debido a los procesos de disipacién interna
de la molécula. Cuando una molécula absorbe radiacién electromagnética es promovida a un estado
energético singlete de mayor energia (S,). Este estado excitado se mantiene durante un periodo
corto de tiempo (10° a 10%s), en el cual, la molécula sufre cambios conformacionales e interacciones
con el entorno, disipdndose parte de la energia hasta alcanzar el estado excitado singlete de menor
energia (S1), momento en cual se producird la emisién de la cantidad de energia restante para
alcanzar el estado fundamental. Este desplazamiento hacia longitudes de onda madas larga de

denomina desplazamiento de Stokes.*”*!

La emision de fluorescencia se produce rapidamente (del orden de nanosegundos), que para
disoluciones diluidas, esta directamente relacionada con una conste de velocidad k. Si la
concentracién no es pequefia, se producira el efecto filtro, el cual hace que la intensidad de luz de
excitacidon no sea constante a través de la solucién, provocando una pérdida en la linealidad de la
curva de calibracion del espectrofluorimetro y/o los perfiles de los espectros de excitacion y emision
del compuesto.®

No todos los materiales emiten fluorescencia. Aquellos capaces de emitir fluorescencia contienen
estructuras con configuraciones moleculares particulares (grupos funcionales aromaticos, grupos
carbonilos, estructuras con dobles enlaces conjugados, etc.) se denominan fluorocromos. La parte
del fluorocromo responsable de la emisién de fluorescencia se denomina fluoréforo.**

Registrando la intensidad de la emisién en funcién de la longitud de onda de luz emitida se obtiene el
espectro de emisidn de fluorescencia, para el cual es necesario previamente que el fluorocromo
absorba radiacidn. Si se registra dicha energia en funcién de la longitud de onda a la maxima longitud
de onda de emisidn se tiene el espectro de excitacidn, el cual es similar a un espectro de absorcién.*

Multiples factores afectan a la fluorescencia de una molécula, entre las que destacan: rendimiento

cuantico de fluorescencia, tipo de transicién electrénica, estructura molecular, naturaleza del

disolvente, concentracién, temperatura, pH y oxigeno disuelto.*"*?
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Fosforescencia (P)

Es el fendmeno de interaccién entre la radiacion y la materia por el cual una molécula previamente
excitada emite radiacidn electromagnética, cuya energia es menor que la energia absorbida por la
molécula, para alcanzar el estado fundamental. En concreto, el proceso de fosforescencia implica la
emision de un fotdn de la especie desde el estado excitado triplete de menor energia (T,) hasta el
estado fundamental (So) (T; = Sp + hv), que al tratarse de una interacciéon entre estados con
diferente multiplicidad de spin, estd prohibida por la regla del spin, es decir, tiene una baja
probabilidad de suceder.

Al contrario que sucede con la fluorescencia, la emisién de fosforescencia persiste tras interrumpir la
irradiacién, por lo que es una emisidn que ocurre mas lentamente que la fluorescencia pero de
menor intensidad, debido a que el estado excitado triplete posee una menor energia que el singlete,
y estd caracterizada por una constante de velocidad kp. Para observar este tipo de emisién se han de
realizar las mediciones a bajas temperaturas, en medios altamente viscosos o por moléculas
adsorbidas sobre superficies sélidas.*

Entre los procesos no radiantes mas habituales se encuentran la relajacién vibracional, la conversion

interna y el cruce intersistemas.***’

Relajacidn vibracional (RV)

Es una transmision de un exceso de energia que se produce desde un nivel vibracional excitado hacia
el mismo nivel de menor energia de un estado electrdnico. El exceso de energia es transferido a las
moléculas de disolvente vecinas, reflejdndose en un incremento de la temperatura del medio
practicamente despreciable.

Conversion interna (Cl)

Transiciones entre dos estados electrénicos de la misma multiplicidad de spin en las que la molécula
excitada pasa de un estado excitado mas alto a otro mas bajo. La probabilidad de ocurrencia del
proceso aumenta conforme la diferencia de energia entre los estados inicial y final es menor.

Cruce intersistemas (CIS)

Transiciones entre dos estados electrénicos isoenergéticos de diferente multiplicidad de spin. La
probabilidad de ocurrencia es favorecida si los niveles vibracionales de los dos estados electronicos
se solapan o por la presencia de atomos pesados (como Pb o Br).

En la figura 9 se representa el diagrama de Jablonsky, un diagrama de diferentes niveles de energia
gue muestra las principales rutas de desactivacion que un croméforo puede seguir tras absorber un
foton. Los tiempos caracteristicos de los procesos fotofisicos descritos anteriormente se recopilan en
la tabla 2.
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Tabla 2. Tiempos caracteristicos de los principales procesos fotofisicos.

Fuente: |. Vaya Pérez. Estados excitados del antiinflamatorio no esteroideo flurbiprofeno como sondas para la interaccién
con proteinas, 2007.

Proceso fotofisico Tiempo (s)
Absorcién 10
Relajacion vibracional 107"2-107°

Tiempo de vida del estado excitado S, 107°-107
Conversion interna 10"-10®
Cruce intersistemas 109108

Tiempo de vida del estado excitado T; 10®
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Figura 9. Diagrama de Jablonsky modificado.

Fuente: S.L. Murov. Handbook of photochemistry, 1973.

El diagrama de Jablonsky muestra las transiciones electrénicas que pueden suceder en una molécula.
Sin embargo, cuando dos cromdforos se encuentran presentes en el mismo medio (unidos de forma
covalente o no) pueden suceder entre ellos otros procesos inducidos por la luz, como por

ejemplo:>>*

e Transferencia de protdn fotoinducida (TP): proceso mediante el cual un croméforo dador

(DH) transfiere un protén al croméforo aceptor (A), modificando la estructura quimica del
sustrato. El proceso puede ocurrir por excitacidon del dador o aceptor.

e Transferencia de energia y formacién de exciplejos (EXC): el proceso de transferencia

electrénica (TEl) tiene lugar cuando una molécula en su estado excitado cede un electrén a
otra en su estado fundamental. En algunos casos se puede formar un complejo de
transferencia de carga entre un croméforo en estado excitado (D*) y otro aceptor (A). La
especie resultante se denomina exciplejo (EX), caracterizado por tener un momento dipolar
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elevado y caracter de carga parcial en cada cromoéforo, el cual puede ser detectado por
fluorescencia.

Los disolventes apolares favorecen la formacién del exciplejo, mientras que los polares
estabilizan el par idnico radicalario generado por transferencia electrénica.

e Formacién de excimero (EXC): formacidon de una especie (excimero) por colision entre una

molécula excitada con otra idéntica en su estado fundamental, originando como
consecuencia la desactivacidn de la fluorescencia del monémero.

Al contrario que sucede con los exciplejos, no existe una separacién de carga. Los excimeros
tienen propiedades electrénicas iguales, pudiendo ser detectados por fluorescencia.

e Transferencia de energia fotoinducida (TE): proceso donde un croméforo excitado dador (D*)

se desactiva a su estado fundamental por transferencia de energia a otro croméforo aceptor
(A), el cual pasa a un estado excitado (A*)

Para que este proceso ocurra, es necesario que la energia del estado excitado del dador sea
superior a la del aceptor, con un tiempo de vida suficientemente largo como para que la
transferencia pueda ocurrir.

Estos procesos generalmente se pueden dar a través de dos mecanismos, el coulémbico o
tipo Forster (basado en interacciones dipolo-dipolo de largo alcance) e interacciones debidas
a solapamiento orbital o tipo Dexter (intercambio electrénico de corto alcance entre los
orbitales LUMO y HOMO del dador y aceptor).

3.4 METABOLITOS DE XENOBIOTICOS COMO POTENCIALES AGENTES FOTOSENSIBILIZADORES

Los fotosensibilizadores son compuestos que tras la absorcion de luz pueden inducir alteraciones
fisicas o quimicas en las biomoléculas. Dichos agentes pueden estar presentes como sustancias
enddgenas en los sistemas vivos o puedes ser introducidos como fuentes exdgenas, como pueden ser
farmacos, cosméticos, pesticidas, colorantes y otros xenobidticos, y aunque pueden producir efectos
beneficiosos en el organismo cuando son utilizados en tratamientos terapéuticos o en la emisidn de
diagndsticos, ante radiaciones electromagnéticas con elevada energia pueden transformarse en un
agente bioldgico dafino, conduciendo a un amplio espectro de reacciones clinicas relacionados con
la fototoxicidad, fotoalergia y la fotocarcinogénesis, cuyos problemas de salud publica asociados al
riesgo fotobioldgico ha sido reconocido por entidades reguladoras (EMEA, FDA, etc.), quienes han
publicado una serie de directrices para las pruebas de fotoseguridad de nuevos compuestos
activos.*

El dafio solar fotoinducido es producido en general por las radiaciones UV-A, UV-B y visible, ya que la
radiacion UVC es absorbida por la capa de ozono y no afecta a la vida de la superficie terrestre. En
particular, la radiacion UVA es la responsable de la mayoria de los casos de fotosensibilizacion debido
a su poder de penetracion en la piel y su capacidad de excitar a una gran variedad de croméforos
comparado con la radiacién UVB.

Un fotosensibilizador activado por luz desencadena una cascada de sucesos quimicos que finalmente
pueden provocar importantes trastornos biolégicos, ocasionando dafio directo por modificacién de
biomoléculas (isomerizacidén, oxidacidn, etc.) o generando, por ejemplo, especies reactivas de
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oxigeno (ROS), oxigeno singlete (*0,), radicales hidroxilo (-OH), aniones radicales de oxigeno (0, ),
anién superéxido (0%) u oxigeno atémico (O(*P)), provocando estrés celular que, si los mecanismo de
auto-reparacidn no son eficientes, se pueden llegar a lesiones irreversibles. En la siguiente figura se
presenta un esquema del dafio directo y fotoinducido hacia las biomoléculas.®

Sunlight-mediated damage to biomolecules
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|
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Figura 10. Dafio directo y fotoinducido generado por la luz solar hacia las biomoléculas.

Fuente: M.C. Jiménez Molero. Control supramolecular de la fotoreactividad en medios microheterogéneos basados en
aminoacidos: geles moleculares y proteinas transportadoras como nanorreactores; CTQ 2016-78875-P, 2016.

El metabolismo de los xenobidticos estd compuesto por una amplia gama de modificaciones
guimicas enzimaticas que tiene lugar en los organismos vivos, transformando productos quimicos
lipofilicos en derivados hidrofilicos mas facilmente excretados. Los cambios metabdlicos son el
resultado de dos tipos de procesos secuenciales: las reacciones de fase | y Il. Mientras en las
reacciones de fase | se introduce un nuevo grupo en el xenobidtico original (mediante oxidaciones,
reducciones o hidrdlisis), en las reacciones de fase Il se procede a la conjugacion de los grupos
introducidos en la fase | que generalmente inactivan el xenobidtico y facilita su eliminacion del
cuerpo (mediante procesos de glucuronidacidn, sulfatacién, acetilacidon, metilacién, etc.)

En general, los metabolitos conservan el croméforo principal del compuesto de partida, y por lo
tanto, su capacidad fotosensibilizante, la cual puede verse incrementada tras las modificaciones
guimicas producidas durante los procesos metabdlicos. Especificamente, los metabolitos pueden
llegar a mostrar una actividad fotobioldgica superior al xenobidtico de partida debido a una

combinacién de factores, como son:**
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b)

c)

Desplazamiento batocromico de la banda de absorcidon hacia las regiones UVA vy visible,
amplidandose la fraccién activa de la luz solar capaz de producir trastornos por
fotosensibilidad.

Modificacién de las propiedades de los estados excitados, ya sea fotofisicas (rendimientos
cuanticos, tiempos de vida, energias, etc.) o fotoquimicas (caracter acido-basico, potencial
redox, etc.), generando como resultado una reactividad diferente.

Incremento del grado de funcionalizacién, lo que hace al metabolito mas accesible a uniones
covalentes con las principales biomacromoléculas (fotounidén).

Mayor capacidad de generacién de ROS.

Cambios en la afinidad para el transporte por proteinas, conduciendo a una modificacion de
la biodisponibilidad que se traduce en una fotoreactividad compartimentada.
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4. METODOLOGIA

Una vez presentados los antiinflamatorios no esteroideos y los metabolitos y la importancia de
conocer las caracteristicas fotofisicas y fotoquimicas asociados a los mismos con el fin de prevenir
reacciones secundarias adversas por exposiciéon a la luz solar (como fotoalergia, fototoxicidad y
fotocarcinogénesis), el desarrollo de este trabajo se centra en la caracterizacién de uno de los
metabolitos de fase | del naproxeno.

En primer lugar, se procedera a la sintesis de dicho metabolito (dcido 6-hidroxi-2-naftil propanoico)
para posteriormente caracterizarlo fotofisica y fotoquimicamente.

4.1 INSTRUMENTACION

Equipos

- Equipo de RMN: espectrémetro Bruker Avance 111-400 y Magnet System 400 Ascend/R

- Equipo de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC): JASCO UV-1575 intelligent UV/Vis
Detector, JASCO PU-2080 Plus intelligent HPLC Pump, JASCO LG-2080-04 Quaternary
Gradient Unit y JASCO DG-2080-54 4-Line Degasser.

- Espectrofotémetro UV-vis JASCO V-650

- Espectrofluorimetro JASCO FP-8500 equipado de un SCE-846 y una ldmpara de Xendn de 150
W.

- Espectrofluorimetro de tiempo resuelto EasyLife X (Optical Building Blocks) con un detector
PTI de resolucion temporal en la escala de nanosegundos, utilizando l[dmparas de excitacion
LED de distintas longitudes de onda asi como filtros para recortar el espectro por debajo de
la longitud de onda deseada.

- Equipo de fosforescencia Photon Technology International (PTI, TimeMaster TM/2003),
equipado con una lampara pulsada de xendn.

- Equipo de fotdlisis de destello laser (FDL): laser pulsado de Nd-YAG laser (Quantel Brilliant
con mddulo de 266 6 355 nm, energia de 10 mJ por pulso), equipado con una lampara de
Xendn como fuente de luz para el analisis de las especies transitorias. El sistema de FDL
consiste en una laser pulsado, una ldmpara de Xe, un monocromador (Luzchem, A = 800-200
nm), un sistema fotomultiplicador y un osciloscopio Tektronic TDS640A. La seiial fue
transferida a un ordenador personal y los datos se trataron mediante el programa Superspec.

- Equipo de UPLC ACQUITY UPLC (Waters Corp) con un sistema de pinchazo de muestras
automatico y acondicionado a 10 °C. La columna utilizada para los analisis fue una ACQUITY
UPLC BEH C18 (50mm x 2.1 mm i.d., 1.7 um). El espectrometro Waters ACQUITYTM
XevoQToF se conectd a un sistema UPLC via una interfaz de ionizacion de electrospray (ESI).
La Fuente ESI operé de modo ionizacidn positiva con un voltaje capilar de 1.5 kV. La
temperatura de la fuente y el sistema de solvatacion se mantuvo a 110 °C y 300 °C,
respectivamente. Los flujos del cono y el gas de colision fueron de 0.2 ml/min. Los datos
obtenidos se adquirieron usando el software MasslynxTM (Waters corp.). Leucina encefalina
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se usé como patrén, generando un ién [M+H'] (m/z 556.2771) a la concentracién de 500
pg/mly un flujo de 50 pl/min

- Fotorreactor Luzchem provisto con 10 ldmparas, situando 5 en cada lateral del fotorreactor.
Cada lampara posee una potencia de 8 W, cuyas longitudes de onda de emisién maxima de
irradiacion son de 254, 300 y 350 nm. El sistema posee un ventilador para la refrigeracion de
la muestra y un agitador magnético para favorecer la homogeneizacion de la misma. (falta
foto)

- Cromatodgrafo de gases-masas

- Placa de agitacion magnética

- Balanza analitica

- Bomba de vacio

- Rotavapor

- Crondémetro

- Bafio de ultrasonidos

Imagen 1. Equipo de RMN de 400 MHz.

Imagen 2. Equipo de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)

Imagen 3. Espectrofotémetro JASCO V-650
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Imagen 4. Equipo de fluorescencia en tiempo resuelto Imagen 5. Espectrofluorimetro JASCO FP-8500

Imagen 6. Equipo de fosforescencia. Imagen 7. Equipo de fotdlisis de destello laser.

Imagen 8. Fotorreactor Luzchem.
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Materiales

- Frascos devidrio1,5y 22 mL

- Matraz de fondo redondo 25, 50, 100, 250 y 500 mL
- Matraz Erlenmeyer de cuello estrecho 100 y 250 mL
- Matraz aforado de 100 mL tipo A

- Probetas graduadas 10, 50, 100 y 250 mL

- Vasos de precipitados 100 mL

- Pipetas automaticas 25, 200, 1000 y 5000 pL

- Pipetas Pasteur

- Puntas de pipetas 25, 200, 1000 y 5000 uL

- Cristalizador con pico

- Papel de filtro (12 um)

- Microespatula cuchara plana

- Embudo de decantacién 250 y 500 mL

- Jeringas de plastico estériles sin aguja 2y 5 mL
- Agujas estériles BD Microbalance TM

- Filtros Sephadex P-10

- Globos de goma

- Parafilm

- Tapdn septum de inyeccion

- Viales de UPLC

- Tubos de RMN

- Cubetas de cuarzo 4 mL

- Tapones de rosca

- Potacubetas

- Tapones de goma tipo septum

- Sonda de temperatura

- Embudo de filtrado

- Gafas de seguridad (Laser)

Reactivos v disolventes

- 2-metoxietanol grado analitico (ACS), Scharlau 2.5 L

- Acetato de etilo grado HPLC, Scharlau 2.5 L

- Acetato de sodio anhidro grado analitico (ACS), Scharlau 1 kg
- Acetona grado analitico (ACS), Scharlau 5 L

- Acetona grado HPLC, Scharlau 1L

- Acetonitrilo-d; deuterado, Sigma Aldrich 10 mL

- Acetonitrilo grado HPLC, Scharlau 2.5 L

- Acido acético glacial grado analitico (ACS), Scharlau 2.5 L

- Acido bromhidrico 48%, Scharlau 1 L

- Acido clorhidrico 37%, Scharlau 1 L

- Acido (S)-2-(6-metoxi-2-naftil) propanoico, Sigma Aldrich 5g
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- Acido (R)-2-(6-metoxi-2-naftil) propanoico, Sigma Aldrich 5g
- AlbUmina sérica humana, Sigma Aldrich 10 g

- Amano Lipasa A de Aspergillus niger, Sigma Aldrich 10 g

- Bicarbonato de sodio grado analitico (ACS), Scharlau 5 kg

- Carbonato de cesio 99%, Sigma Aldrich 50 g

- Cloruro de potasio grado analitico (ACS), Scharlau 1kg

- Cloruro sddico grado analitico (ACS), Labkem 5 kg

- Diclorometano grado HPLC, Scharlau 2.5 L

- Dimetilsulfoxido-dg deuterado, Sigma Aldrich 10 mL

- Dimetilsulféxido grado analitico (ACS), Scharlau 1 L

- Ester metilico a-acetobromo del acido D-glucurdnico, Apollo Scientific 5 g
- Etanol grado HPLC, Scharlau 2.5 L

- Gel desilice (70-230 mesh ASTM), Scharlau 1 kg

- Hidrocloruro de guanidina, Sigma Aldrich 500 g

- Hidroxido sédico (pellets) 99%, Scharlau 1 kg

- Metanol-d, deuterado, Sigma Aldrich 10 mL

- Metanol grado HPLC, Scharlau 2.5 L

- Sulfato de magnesio anhidro extra puro, Scharlau 1 kg

- Tampodn salino de fosfato (PBS), Sigma Aldrich 100 T

- TLCsilica gel 60 Fys4, Merk

- Tris(hidroximetil)Jaminoetano sustancia buffer 99.5%, Sigma Aldrich 100 g
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4.2 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

A continuacién se describird el procedimiento realizado para la sintesis de metabolitos del
antiinflamatorio no esteroideo naproxeno y su posterior caracterizacion fotofisica y fotoquimica.

4.2.1 Sintesis

En este apartado se recoge el procedimiento de sintesis del metabolito de fase | del naproxeno
(NPX), el acido 6-hidroxi-2-naftil propanoico, realizados seglin el procedimiento descrito en la
19,20,47

bibliografia. Las formas enantioméricas (S)-y (R)- se obtuvieron a partir de los compuestos (S)-

NPX vy (R)-NPX, respectivamente.

Sintesis del compuesto acido 6-metoxi-2-naftil propanoico

Se disolvié una cantidad de (S)- o (R)-naproxeno (200 mg, 0.870 mmol) en acido acético (4 mL) vy, tras
dejar enfriar en un bafio de agua a 0°C durante 15 minutos, se adicioné acido bromhidrico (HBr) al
48% (0.748 g, 1.5 mL, 9.235 mmol). La mezcla reaccionante se mantuvo en agitacion y se calent6 a
reflujo.

Tras 24 horas de reaccion, se dejo enfriar el matraz de fondo redondo a temperatura ambiente y se
adiciond agua destilada fria (4°C) hasta observar precipitacion. La emulsion resultante se sumergio en
un bafio de hielo para forzar todavia mas su precipitacion, el precipitado se recogié mediante
filtracidn a vacio

Los compuestos (S)-DNPX y (R)-NPX se obtuvieron tras purificar por HPLC (columna HPLC de silice
pura en fase reversa, 50/50 MeCN-H,0 pH 3, flujo 2 mL/min) con un rendimiento del 80 % en ambos
Casos.

4.2.2 Caracterizacion fotofisica

Las propiedades fotofisicas de los metabolitos (S)-DNPX y (R)-DNPX se determinaron y se compararon
con el correspondiente farmaco (NPX), ya descrito en bibliografia.

La preparacion de las disoluciones de naproxeno y desmetilnaproxeno (en sus formas enantioméricas
(S)- o (R)-) utilizadas en este apartado se realizaron a partir de disoluciones madre de esos mismos
componentes, con una concentracion de 1-10”° M utilizando acetona grado HPLC como disolvente.

Las diferentes alicuotas se prepararon siguiendo la ecuacién de dilucidn presentada a continuacién:
Co-Vo=Cr- Vg [1]

Donde C, representa la concentracion inicial de la disolucién madre (1-10° M), V, el volumen a
pipetear de dicha disolucién, C: la concentracion deseada y V; el volumen final de disolucidon a afiadir
tras la evaporacidn de la acetona, cuyo valor en todos los casos fue la capacidad volumétrica de la
cubeta de cuarzo (3 mL)
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Rendimiento cuantico de fluorescencia

El rendimiento cudntico de fluorescencia (¢f) es un parametro que muestra la eficiencia de un
proceso fluorescente mediante una relacidn entre el nimero de fotones emitidos y el nimero de
fotones absorbidos. Este parametro se determina empleando una sustancia de referencia, cuyo
rendimiento es conocido, y comparando los espectros de absorbancia y emisién de fluorescencia
entre el patrén y la muestra a través de la expresién:

T [2]

Donde ¢, es el rendimiento cudntico de fluorescencia de la referencia en las condiciones
experimentales, A el valor de la absorbancia a la longitud de onda del experimento, | el drea bajo la
curva del espectro de emisién de fluorescencia medido a la longitud de onda del experimento y n el

o n llill

indice de refraccién de la disolucidon (nyeeny = 1.340, npgs = 1.333). Los subindices “r” e hacen

alusion a los valores de la sustancia de referencia y a la muestra, respectivamente.

Es importante resaltar que la ecuacion [2] solo es vdlida para valores de absorbancia menores a 0.1,
de otra forma se produce efecto filtro.

Se prepararon un total de 12 disoluciones de (S)-NPX, (R)-NPX, (S)-DNPX y (R)-DNPX con una
concentracién de 20 umol en acetonitrilo, tampdn fosfato salino (PBS) y una disolucidn equimolar de
albumina sérica humana en PBS, a partir de las disoluciones madre segun la ecuacién [1]

Posteriormente se registraron los espectros de absorcidn correspondientes y los de emisién de
fluorescencia a la longitud de onda de excitacidn de 295 nm. Las medidas se realizaron 3 veces,
tomando como valor final la media de los 3 valores.

Energia del estado excitado singlete

El cdlculo de Es se realiza a través de la ecuacién de Planck, en la cual se incluye el numero de
Avogadro (N,) vy la conversidn de Julios a kilocalorias (B) para expresar el resultado en kcal/mol.
h-c

Es=—"B-Ny [3]

Donde h es la constante de Planck (6.626-10'34 J/s), ¢ la velocidad de la luz (3-108 m/s), B la
conversion de Julios a kilocalorias, N5 el nUmero de Avogadro y A la longitud de onda de emision-
excitacion (expresada en metros), calculada a partir de la interseccion entre los espectros
normalizados de emision y de excitacién de fluorescencia.

La energia del estado excitado singlete se determind tras registrar y normalizar los espectros de
emision (Aee = 295 nm) y los de excitacién (A, = 355 para NPX; A.,, = 360 nm para DNPX) de los
compuestos (S)-NPX, (R)-NPX, (S)-DNPX y (R)-DNPX a una concentracion 20 uM vy disueltos en
acetonitrilo y tampoén fosfato salino (PBS)

Del cruce de ambos espectros se obtiene la longitud de onda de emisidn-excitacion y a partir de la
ecuacion de Planck se obtiene la energia del estado excitado singlete.
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Tiempo de vida de singlete

Se registré el tiempo de vida del estado excitado singlete en el espectrofluorimetro de tiempo
resuelto, utilizando un led a 295 nm para excitar la muestra con un filtro UV de 320 nm,
registrandose la sefial de fluorescencia.

Ciclo de Forster

Tras la aparicion de un hombro en el espectro de absorcién del desmetilnaproxeno en PBS (véase
apartado 5.2) se sospechd de la presencia de un equilibrio fenol-fenolato debido al grupo fenol del
metabolito. Para estudiar este comportamiento, se determiné el valor del pKa* mediante la aplicacién
del ciclo de Forster®®, cuya expresion es la siguiente:

Eya— Eq

pK, — pKg = —S3RT [4]

Donde pKa es el logaritmo de la constante acida del compuesto, pKa* el logaritmo de la constante
acida del compuesto en el estado excitado singlete, Eya la energia de singlete en la forma protonada
del compuesto (fenol) y E5” la energia de singlete en la forma desprotonada del compuesto (fenolato)

Dada la insolubilidad del DNPX en agua y su similitud estructural con el 2-naftol, se tomd como valor
del pKa el de esta ultima molécula (pKa,.nasfior = 9.51). Para comprobar esta hipdtesis, se prepararon
tampones de pH 1, 4, 7.3, 8, 9, 10 y 12, cuya preparacion se detalla en los anexos (véase anexo ll:
preparacion de disoluciones tampadn).

A continuacién, se prepararon muestras de DNPX con una concentracion de 20 pumol en los
diferentes tampones de pH y se registraron los espectros de absorcion correspondientes.

Finalmente, para el calculo de las energias Eyay Ex™ se siguid el mismo procedimiento descrito para el
calculo de las energias de singlete. Para la forma protonada se utilizé el tampdén de pH 1,
garantizando la presencia del grupo fenol, y para la forma desprotonada el tampdén de pH 12,
garantizando la presencia del grupo fenolato. En esta ocasidn se registraron los espectros de emisidn
de fluorescencia a la longitud de onda de excitacion de 310 nm y los espectros de excitacidon de
fluorescencia a 360 nm y 412 nm, respectivamente.

Interaccion farmaco-proteina

Los estudios de transferencia de energia entre la albumina sérica humana y los metabolitos del

1 o .
849 ytilizando una cantidad constante de

naproxeno se llevaron a cabo la ecuacién de Stern-Volmer
albumina sérica humana como desactivador y cantidades crecientes de (S)-NPX, (R)-NPX, (S)-DNPX y

(R)-DNPX.

Se prepararon 5 disoluciones por farmaco o metabolito (un total de 20 muestras) con las siguientes
caracteristicas:
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Tabla 3. Disoluciones para el ensayo Stern-Volmer

HSA HSA

0 0 = 3

0,5 10 30 3

20 1 20 60 3
2 40 120 3

5 100 300 3

Donde V, indica el volumen a pipetear de la disolucién madre 1-10° M del farmaco para tener la
concentracion final deseada en 3 mL.

Posteriormente se registraron los espectros de absorcidn correspondientes, los espectros de emision
de fluorescencia a la longitud de onda de 295 y 310 nm vy el tiempo de vida del estado excitado
singlete a 295 nm con un filtro UV de 320 nm.

Energia del estado excitado triplete

Se prepararon 15 mL de una disoluciéon de DNPX en etanol a una concentracién tal que a A = 300 nm
la absorbancia de la muestra fuese de aproximadamente 0.8. Paralelamente, como patrén de
referencia, se utilizé benzofenona preparada en las mismas condiciones que la muestra.

Las concentraciones finales de las muestras fueron de 0.1 mM para el desmetilnaproxeno y 1.7 mM
para la benzofenona.

Dado que la sefial de fosforescencia emitida por muestras liquidas es muy pequeiia y dificilmente
detectable, es necesario realizar las medidas en una matriz sdlida, por lo que se introdujo una
pequefia cantidad de muestra en un tubo cilindrico de cuarzo didmetro 2.5 mm) y se sumergié
lentamente en un bafio de nitrégeno liquido, obteniéndose de esta forma una matriz sélida cristalina
homogénea.

En dltimo lugar, se registraron los espectros de emision de fosforescencia correspondientes,
realizando un total de dos mediciones por muestra.

Fotolisis de destello |aser

Se prepararon 15 mL de una disolucidn de NPX y DNPX en acetonitrilo grado HPLC y PBS tal que a la
longitud de onda de excitacién (A = 266 nm) la absorbancia de la muestra fuese de aproximadamente
0.3. Se registraron las sefiales a A = 440 nm en PBS.
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4.2.3 Caracterizacion fotoquimica

El analisis fotoquimico contempla el estudio de cambios moleculares como consecuencia de una
exposicidon prolongada a una fuente de radiacién ultravioleta, preferiblemente en el rango UV-B (290
<A <400 nm).

Para el estudio fotoquimico del metabolito DNPX, se realizaron dos experiencias: una en ausencia y
otra en presencia de proteina.

Irradiacién de DNPX

El seguimiento de esta reaccidon se llevd a cabo por RMN, para lo cual se disolvié una cantidad de
DNPX (5 mg, 23.15 pmol) en acetonitrilo deuterado (MeCN-d;) (1mL) y se registré su espectro de 'H-
RMN (tiempo 0).

A continuacion, se introdujo la muestra en un fotorreactor y se irradié con ldmparas UV-B centrada a
A = 300 nm durante un total de 8 horas, parando el experimento cada 2 horas para registrar el grado
de avance de la reaccién por *H-RMN.

El producto final fue analizado por cromatografia de gases-masas y UPLC-MS.

Irradiacién de DNPX en presencia de albumina sérica humana

El crudo de irradiacion de DNPX se analizé mediante dos procedimientos diferentes: en el primero,
para estudiar la posible fotounidn a la proteina, se hizo una cromatografia por exclusion de tamafio
(size-exclusion chromatography) utilizando Sephadex® G-25; en el segundo, para investigar si se
formaban fotoproductos que no se unen a la proteina, se desnaturalizé la misma y se realizd una
centrifugacion.

Para el estudio de la posible fotounion a la proteina, se prepararon un total de 4 disoluciones con
una concentracion de 33.3 uM de (S)-DNPX o (R)-DNPX y 66.6 uM de albumina sérica humana
(relacion molar 1:2 ligando/proteina) en 3 mL de PBS. Adicionalmente, se prepard una quinta
disolucién que contenia Unicamente proteina 66.6 pM. A continuacidn se registraron los espectros
de absorcion correspondientes y los espectros de fluorescencia a la longitud de onda de excitacion
de 310 nm de todas las muestras. A continuacion se irradiaron las muestras DNPX/ASH y ASH (como
control) durante 60 minutos en el fotorreactor a 300 nm y se registraron nuevamente los espectros
de absorcion y de emisién de fluorescencia excitando a 310 nm. Seguidamente, a los crudos de
irradiacion de (S)-DNPX/ASH o (R)-DNPX/ASH se afiadieron 1.72 g de hidrocloruro de guanidina
(GndCl) 6 M, con el fin de causar la desnaturalizacién de la proteina. Posteriormente, la mezcla se
filtr6 mediante una columna Sephadex® G-25. En primer lugar, se hicieron pasar 25 mL de PBS, y tras
enrasar se afiadieron 2.5 mL de la mezcla DNPX-ASH-GndCl. Tras enrasar, se eluyé con 3.5 mL mas de
PBS, recogiéndose esta ultima elucidn como muestra final. Finalmente, se registraron los espectros
de absorcién correspondientes y de emisién de fluorescencia a la longitud de onda de excitacién de
310 nm de las muestras finales.
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Por otro lado, para investigar la posible formacién de fotoproductos no unidos covalentemente, se
prepararon 4 disoluciones de concentracién de 100 uM de (S)-DNPX o (R)-DNPX y 200 uM de
albumina sérica humana en 6 mL de PBS. Las muestras fueron irradiadas durante 60 minutos. Para
poder analizarlas por cromatografia UPLC se llevé a cabo el siguiente tratamiento: a 2 mL de muestra
se adicionaron 24 mL de acetona grado HPLC a -80 °C y tras 1 h de reposo a -80 °C, las muestras se
centrifugaron a 6000 rpm durante 20 min. Posteriormente se decantd la fase liquida, se rotavaporé y
se redisolvié en acetonitrilo grado HPLC para su posterior analisis por UPLC-MS.
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5. RESULTADOS

En este apartado se mostraran los resultados obtenidos a partir de los ensayos experimentales
realizados en el laboratorio, expuestos en el apartado anterior.

5.1 CARACTERIZACION

Para la caracterizacion de los compuestos sintetizados, los espectros de 'H-RMN y *C-RMN se
registraron en un espectrometro Bruker Avance I11-400. La informacidon proporcionada se traté con el
programa MestReNova 6.0.2, obteniéndose los datos del desplazamiento quimico, la multiplicidad, la
integracién y la constante de acoplamiento.

Adicionalmente, se sometieron los compuestos a UPLC-MS, observandose una Unica sefial, y se
detectd la masa molecular correspondiente.
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Espectros ‘H y **C del compuesto acido (S)-2-(6-hidroxi-2-naftil) propanoico

'H NMR (400 MHz, CD;0D): § 9.65 (s, 1H), 7.70 - 7.57 (m, 3H), 7.35 (dd, J = 8.5, 1.8 Hz, 1H), 7.06 (dt, J
= 8.7, 2.3 Hz, 2H), 3.82 (q, J = 7.1 Hz, 1H), 1.52 (d, J = 7.1 Hz, 3H). **C NMR (101 MHz, CD;0OD): &
178.52,156.41, 136.78, 135.49, 130.28, 129.85, 127.53, 127.06, 126.93, 119.50, 109.74, 46.54, 19.01.
HRMS (M+H"): Calculada para C;3H;305 217.0865, encontrada 217.0858.
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Figura 11. Espectro 'H del compuesto acido (S)-2-(6-hidroxi-2-naftil) propanoico.
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Figura 12. Espectro 3¢ del compuesto acido (S)-2-(6-hidroxi-2-naftil) propanoico.
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Espectros *H y **C del compuesto acido (R)-2-(6-hidroxi-2-naftil) propanoico

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): § 9.67 (s, 1H), 7.67 (dd, J = 36.3, 8.6 Hz, 3H), 7.32 (dd, J = 8.6, 1.7 Hz,
1H), 7.06 (dd, J = 10.6, 1.9 Hz, 2H), 3.76 (g, J = 7.1 Hz, 1H), 1.42 (d, J = 7.1 Hz, 3H)."*C NMR (400MHz,
DMSO-dg): 6 175.54, 155.14, 135.39, 133.53, 129.11, 127.62, 126.17, 126.13, 125.55, 118.76, 108.45,
44.57,18.45. HRMS (M+H"): Calculada para C,3H;505 217.0865, encontrada 217.0857.
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Figura 13. Espectro 'H del compuesto acido (R)-2-(6-hidroxi-2-naftil) propanoico.
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Figura 14. Espectro 3¢ del compuesto acido (R)-2-(6-hidroxi-2-naftil) propanoico.
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5.2 CARACTERIZACION FOTOFISICA

El tratamiento de los espectros de absorcion y los de emisidn y excitacién de fluorescencia se realizé
utilizando el programa OriginPro 9.0.

En ausencia de ASH solo se mostraran los espectros de las formas enantioméricas (S)-, tanto de NPX
como de DNPX, ya que en disolventes no quirales como los empleados no existe diferencia de
comportamiento entre ambos sustratos. En presencia de proteina, se investigaran los dos
enantidmeros, para ver si existe enantiodiferenciacion en la unién a la proteina.

Espectros de absorcién, de emisién y rendimiento cudntico de fluorescencia

Los espectros de absorcion y los de emisién de fluorescencia a Ae = 295 nm de las sustancias en
acetonitrilo, PBS y en presencia de albimina sérica humana se presentan a continuacién.

1.6 500

- - (S)-NPX/MeCN - = (S)-NPX/MeCN
144 - - (S)-NPX/PBS G " - - (S)-NPX/PBS
—— (S)-DNPX / MeCN 2 400 P —— (S)-DNPX / MeCN
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c
10 8 200,
o
0.8 1 3
064 & 200+
: ‘ S
b S
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£ 100+
0.2- \ =
OO T T T O T T T
250 300 350 400 350 400 450 500
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Figura 15. Espectro de absorcion (izquierda) y de emision de fluorescencia a A, = 295 nm (derecha) de (S)-NPX y (S)-
DNPX 20 uM en acetonitrilo y PBS.
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Figura 16. Espectro de absorcidn (izquierda) y de emision de fluorescencia a A, = 295 nm (derecha) de (S)-NPX, (R)-NPX,
(S)-DNPX y (R)-DNPX 20 uM en ASH 20 uM (1 eq.)
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Como puede apreciarse, los espectros de absorcion de NPX y DNPX son practicamente idénticos, y
muy similares en acetonitrilo y PBS. La nueva banda observable en los espectros en presencia de
proteina se debe al triptdfano de la ASH, el cual absorbe en el rango 250-290 nm.

Respecto a la emisidn, el espectro de fluorescencia depende del disolvente utilizado. Asi, en
acetonitrilo, NPX y DNPX presentan un espectro similar, aunque NPX presenta una intensidad
superior y su maximo de emisidn se centra a 352 nm (para DNPX el maximo aparece ligeramente
desplazado, a 358 nm). En PBS las diferencias entre el fdirmaco y su metabolito son mucho mas
acusadas. Asi, la banda de emisién de NPX aparece centrada alrededor de 355 nm, mientras que el
DNPX ademas de desplazarse ligeramente a 360 nm, exhibe la formacién de un hombro a 412 nm.
Este fendmeno es debido a la presencia de la forma protonada y desprotonada del compuesto por el
grupo fenol. En presencia de ASH, al excitar a A = 295 nm absorbe tanto la proteina como los
ligandos, donde la emision del Trp de la ASH corresponde al hombro situado a A = 340 nm. En este
€aso no se observa la banda debida al fenolato (A > 400 nm). Sin embargo, se observa un incremento
notorio en la intensidad de la banda centrada a 350 nm, el cual es mds acusado en el naproxeno.

Los maximos de absorcidn y emisidn de fluorescencia a 295 nm se presentan en la tabla 5:

Tabla 4. Maximos de absorbancia y emision de fluorescencia.

Maximos absorcion Maximo(s) fluorescencia
263, 272, , !
263, 272, 333 = o 330 352 355

279, 333 351
m 265, 275,286, 265, 274, 282, 258 n
336, 365 333,370
277,334 351

Aplicando la ecuacién [2] y tomando como referencia el (S)-NPX (¢¢ (A = 295 nm)/MeCN = 0.42)*, se
determinaron valores de los rendimientos cuanticos de fluorescencia que fueron:
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Tabla 5. Rendimientos cuanticos de fluorescencia.

P i)

0.41

0.41

0.40 0.75

0.35

% 0.42 0. 63

Como es de esperar, los enantidmeros de un mismo compuesto no presentan diferencias en

acetonitrilo y PBS (por ello, los resultados se indican en una misma entrada para los dos
enantiomeros). En presencia de proteina, al ser un medio quiral, puede ocurrir
estereodiferenciacién. Sin embargo, este no fue el caso. Este efecto, aunque a priori pueda parecer
contradictorio, existen precedentes en la literatura® que muestran un ¢ idéntico en presencia de
ASH para los enantiémeros del NPX.

En presencia de disolventes polares no préticos (como el MeCN) apenas existe variacion de ¢; entre
farmaco y metabolito, mientras que en el medio tamponado fosfato-salino con un pH bioldgico, el
rendimiento cudntico de fluorescencia es superior en el metabolito. Este efecto hace patente una
diferencia entre el naproxeno y su metabolito de tipo I, lo que es un aliciente para realizar futuros
estudios de estos componentes en medios bioldgicos (por ejemplo, cultivos celulares).

Ademads, en presencia de ASH los rendimientos cuanticos de fluorescencia disminuyen, siendo la
disminucién mds acusada en el desmetilnaproxeno.

Energia del estado excitado singlete

La energia del estado excitado singlete (Es) se obtiene a partir de los espectros normalizados de
excitacion y emision.

Seguln lo expuesto en el apartado anterior, para disoluciones en MeCN y PBS solo se mostraran los
resultados correspondientes a las formas enantioméricas (S)-.
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Figura 17. Espectros de emision-excitacion de fluorescencia de (S)-NPX (izquierda) y (S)-DNPX (derecha) 20 uM en

acetonitrilo.
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Figura 18. Espectros de emisidn-excitacion de fluorescencia de (S)-NPX (izquierda) y (S)-DNPX (derecha) 20 uM en PBS.

Tanto para NPX como para el DNPX, los espectros son practicamente idénticos, por lo que se espera
una energia de singlete muy similar.

A partir de la interseccién de los espectros normalizados de emisidn y excitacién y por aplicaciéon de
la ecuacién [3], se obtiene que la longitud de onda de emisién-excitacion (Acm-exc) €S de 337 nm para
el NPX y 340 nm para el DNPX. Finalmente, la energia del estado excitado singlete es de 84.99
kcal/mol para el NPX y 84.24 kcal/mol para el DNPX.

Tiempo de vida de singlete

Dicho valor puede hallarse mediante un ajuste exponencial de la sefial registrada por el fluorimetro
de tiempo resuelto, utilizando como algoritmo de iteracién Levenberg Marquardt.

Los resultados obtenidos fueron los siguientes:
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Tabla 6. Tiempos de vida del estado excitado singlete.

m

($)-NPX/ MeCN
(S)-NPX/ PBS
($)-DNPX / MeCN

(5)-DNPX / PBS

6.419

8.778

5.871

6.917

De forma general, se observa que los tiempos de vida del naproxeno son superiores a los de su

metabolito. Ademas, en ambos casos el tiempo de vida es superior en PBS que en acetonitrilo.

Para el caso del NPX, los valores de los tiempos de vida son similares con los encontrados en

bibliografia: t, (A = 295 nm/MeCN) = 7.44 ns°’; T, (A = 295 nm/PBS) = 8 ns*’.
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Ciclo de Forster

Inicialmente se comprobd la hipdtesis de que el valor de pKa en el estado fundamental del DNPX se
puede aproximar al del 2-naftol. Para ello se llevé a cabo el registro de los espectros de absorcién en
medio tamponado a distintos pH.

35
71 —pH1
] ——pH 4
3.0 ——pH 7.3
——pH 8
2.5+ ——pH9
© ——pH 10
2 2.0 ——pH12
©
2
g 154
Qo
<
1.0
0.5
0.0 . T 7
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A (nm)
Figura 19. Espectros de absorcion (S)-DNPX 20 uM en tampones depH 1,4,7.3,8,9,10y 12.

Se observé que a pH comprendido entre 1y 9 existe una banda a 250-300 nm y otra a 300-330 nm. A
pH = 10, estas bandas comienzan a desplazarse hacia longitudes de onda mayores, hasta que a un pH
= 12 las nuevas bandas se sitian a 260-310 nm y 315-380 nm, respectivamente, ademds de
producirse un incremento en la absorbancia. Se observa pues que existe un cambio entre pH =9y pH
=10, dado que los espectros de absorcién se ven modificados.

La ecuacion de Henderson-Hasselbalch (ecuacién 5) permite relacionar el pH de una disolucion
tampdn con la disociacién y la constante K, de ese equilibrio.

B [A7]
pH = pK, + logy HA] [5]

Como se puede observar, cuando la concentracién de acido y su base conjugada son iguales, el pK,
coincide con el pH de la disolucidn.

Retomando los espectros de absorcién obtenidos a distinto pH, puede concluirse que para un pH
comprendido entre 1-9 existe una predominancia de la forma dacida, dado que el espectro de
absorcién no sufre cambios significativos. Para un pH = 10, los desplazamientos de las bandas del
espectro indican que la forma basica comienza a dominar sobre la dcida, dominancia que se torna
completa para un pH = 12, momento en el cual las bandas han variado, tanto de posicion como de
intensidad.

Es por ello que existe un intermedio de transicién entre la forma acida y basica localizado entre pH =
9y pH =10, localizandose el equilibrio fenol-fenolato en este intervalo. Por tanto, la hipdtesis inicial
puede considerarse valida y el pKa del DNPX es similar al 2-naftol (pKa = 9.51).
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A continuacién, el siguiente paso de acuerdo con la expresiéon del ciclo de Foérster (ec. 2) es el célculo
de las energias del estado excitado singlete para la forma protonada y desprotonada, cuyo
procedimiento es idéntico al utilizado en el calculo de las energias de singlete para NPX y DNPX en
acetonitrilo y PBS, sustituyendo los disolventes por disoluciones tampdn de pH= 1 (predominio de
forma 4acida) y pH = 12 (predominio de forma basica), realizando las medidas de emisién de
fluorescencia a 310 nm y las de excitacidon de fluorescencia segun el maximo de emision de los

mismos.
1.0 —— Emisién 10 —— Emision
— Excitacién Excitacién
0.8- < 08-
©
©
©
0.6 2 0.6
]
E
2
0.4 5 0.4
]
=]
1)
c
0.2 1 L 024
=
OO T T T 00 T T T
300 350 400 450 500 300 350 400 450 500
A (nm) A (nm)

Figura 20. Espectros de emision-excitacion de fluorescencia de (S)-DNPX 20 pM a pH 1 (izquierda) y pH 12 (derecha).

A diferencia del espectro de emisidn de fluorescencia del compuesto en PBS, esta vez solamente se
observa una Unica banda (banda roja) en lugar de la presencia de una banda seguida de un hombro,
lo que muestra la predominancia de una de las formas sobre la otra. Ademas, a pH = 1 se observa un
maximo de emisidon de fluorescencia a 340 nm, que es el mismo para el caso del PBS (pH 7.3),
mientras que a pH = 12, tanto la banda de emisién como su maximo se ven desplazados, situdndose
este a 412 nm, siendo este valor la longitud de onda a la cual aparecia el hombro en el espectro de
fluorescencia en PBS. Con estos resultados se corrobora la hipdtesis deducida a partir de los
espectros de absorcidn a diferentes pH, puesto que a un pH comprendido entre 1-9 existe una
predominancia de la forma acida, ya que existe una banda principal con un maximo a 340 nm,
mientras que a partir de pH 10 la predominancia cambia a favor de la forma bdsica, cuyo espectro de
emision de fluorescencia se desplaza hacia la derecha, mostrando un maximo a 412 nm.

Realizando la interseccidén entre los espectros de emisiéon y de excitaciéon de fluorescencia se
obtienen las longitudes de onda de emisién-excitacion, donde utilizando la ecuacién de Planck (ec. 4)
se obtienen las correspondientes energias del estado excitado singlete.

Forma acida: Aem-exc = 340 nm, Ey = 84.24 kcal/mol
Forma bdsica: Aem-exc= 378 nm, Ex = 75.77 kcal/mol

. . .7 . . . *
Finalmente, aplicando la ecuacidn del ciclo de Forster (ec. 2) se obtiene que el pKa es de 3.20. En la
bibliografia se encuentran valores similares para otros naftoles.” Este valor indica un incremento de
la acidez del compuesto en estado excitado, pudiendo ocasionar un dafio en los organismos vivos.
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Interaccion farmaco-proteina

La ecuacién de Stern-Volmer permite analizar la desactivacion de la sefial de fluorescencia de una
sustancia, debido principalmente a la desactivacién por choques moleculares o a la formacién de un
complejo carente de emision.*® La expresion es la siguiente:

Iy

T=1+kq'To'[F]=1+st'[F] [6]
Donde Iy e | son las intensidades de fluorescencia antes y después de adicionar el farmaco, Ksy la
constante de decaimiento bimolecular de Stern-Volmer, [F] la concentracién del farmaco, kq la
constante bimolecular de desactivacidon y 1, el tiempo de vida del estado excitado singlete del
farmaco. Dicha expresion predice una relacion lineal entre la relacion de intensidades Ip/l y la
concentracién del farmaco.

El ensayo de Stern-Volmer se realizé registrando los espectros de emisidon de fluorescencia de las
muestras a 295 nm y aplicando la ecuacidn para los resultados a 320 nm con el fin de comparar los
resultados obtenidos con la bibliografia.*

Esta diferencia de longitudes de onda es corregida con los valores de absorbancia de las muestras de
la siguiente forma:

(A295+A320)
Ieorr =1-10 2

Los resultados obtenidos se presentan a continuacion:
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Figura 21. Espectros de emision de fluorescencia a 295 nm de (S)-NPX (izquierda) y (R)-NPX (derecha) en ASH 20 pM.
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Figura 22. Espectros de emision de fluorescencia a 295 nm de (S)-DNPX (izquierda) y (R)-DNPX (derecha) en ASH 20 uM.

En todos los casos se puede apreciar que conforme aumenta la concentracién de fdrmaco o
metabolito, la contribucién del Trp de ASH a la emisién (300-340 nm) va disminuyendo, mientras que
la del farmaco o metabolito aumenta (siendo este incremento superior en el naproxeno que en el
desmetilnaproxeno). No obstante, este aumento no se corresponde con el que cabria esperar si se
estudiasen ambos compuestos por separado, revelandose asi una interaccidon farmaco-proteina a
través de la transferencia de energia singlete-singlete desde el estado excitado singlete del triptéfano
de la proteina (Es = 96 kcal/mol)** al del NPX (Es = 84.99 kcal/mol) y al DNPX (Es = 84.24 kcal/mol).
Ademas, para el caso de DNPX, cuando su concentracidon es muy superior a la proteina se puede
apreciar el hombro a 412 nm caracteristico del equilibrio fenol-fenolato de la molécula, lo que
muestra que en estas condiciones existe metabolito no unido a la proteina.

Registradas las intensidades de fluorescencia, se aplica la ecuacién [6] para la obtencion de las
constantes de desactivacion aplicando la correccidn a los valores de intensidad registrados.
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Figura 23. Representacion de Stern-Volmer.
Tabla 7. Resultados de la representacion de Stern-Volmer.
Constante de Stern-Volmer Constante bimolecular de desactivacion
Ky X 10° (M™) kyx 200 (M™s™)
(S)-NPX 2.54 0.9895 3.96
(R)-NPX 1.88 0.9707 2.13
(S)-DNPX 1.50 0.9772 2.55
(R)-DNPX 1.03 0.9575 1.48

A la vista de los resultados obtenidos de puede concluir que los experimentos se ajustan a la
ecuacion de Stern-Volmer. De forma general, dicha desactivacién es mayor en el naproxeno y en las
formas enantioméricas (S)-, por lo que existe una cierta estereodiferenciacion.*
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Fosforescencia

El proceso de fosforescencia consiste en excitar a una molécula para alcanzar el estado excitado
triplete, un estado de menor energia que el singlete pero con una mayor reactividad al entorno
guimico. Una vez excitada, la molécula emitird dicha energia mediante un proceso de relajacion
vibracional, regresando al estado fundamental correspondiente. Si se registra esa emisidn, se tiene el
espectro de emision de fosforescencia de la molécula, a partir del cual se puede determinar la
energia del estado excitado triplete (E;)
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Figura 24. Espectro de emision de fosforescencia normalizado a 300 nm de (S)-DNPX 0.1 mM en etanol.

A partir del espectro de emision de fosforescencia, el célculo de la energia del estado excitado
triplete es analogo al del singlete, es decir, utilizando la ecuacidn de Planck (ec. 4) con la salvedad de
que en este caso, la longitud de onda a sustituir es la correspondiente a que alcanza el 30 % de la
intensidad del espectro (A = 375 nm).

Sustituyendo en la expresidon se tiene que la energia del estado excitado triplete para el
desmetilnaproxeno es de 76.27 kcal/mol.
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Fotdlisis de destello |aser

La técnica de fotdlisis de destello laser permite medir el espectro de absorcién de especies
transitorias formadas tras la aplicacion de un pulso ldser, asi como el tiempo de vida de dichas
especies que se obtiene a partir de la cinética de desaparicion, ajustando la misma con un término
monoexponencial, utilizando el algoritmo Levenberg Marquardt como algoritmo de iteracion.

Se llevaron a cabo estudios para el (S)-NPX y (S)-DNPX en disoluciones de PBS en condiciones
anaerdbicas. En la siguiente figura se muestran los espectros de absorcién transitoria de los
compuestos (S)-NPX y (S)-DNPX tras la excitacidn con laser aA = 266 nm.
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0.016 4 —w—1048| 0.024 —y—14.52
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Figura 25. Espectro de FDL a 266 nm de (S)-NPX (izquierda) y (S)-DNPX (derecha) 60 pM en PBS.

La banda con un maximo a 440 nm se atribuye a la transicion triplete-triplete segun bibliografia,
mientras que la banda de absorcién mds débil en el rango de 550 - 650 nm corresponde al catién

>34y el aumento de absorcidn registrado a

radical formado por fotoionizacién de los compuestos,
partir de 650 nm a tiempos cortos corresponde a la presencia del electrén solvatado, observandose

una mayor proporcion de cation radical mayor en el DNPX.

Paralelamente, se realizaron experimentos en presencia de proteina (2 eq.). Sin embargo, ésta
absorbe a la longitud de onda de excitacidn del laser (266 nm). Por ello, inicialmente se registré la
desaparicién a 440 nm de la ASH y se observé una sefial que se asignd al triptéfano. Es por eso que al
realizar experimentos de FDL con mezclas DNPX/ASH se obtendria a 440 nm una sefial compleja en la
que podrian estar contribuyendo la proteina. Por ello, se hace necesario el estudio excitando
selectivamente al fdrmaco o metabolito a longitudes de onda superiores a 300 nm. Por desgracia,
Unicamente se disponen de longitudes de onda de excitacién de 266 y 355 nm (longitud a la cual el
cromoéforo no absorbe).
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Los tiempos de vida de triplete obtenidos a partir del ajuste de las cinéticas de desaparicion son los

siguientes:

1.0

—— (S)-NPX
—— (S)-DNPX

0.8 1

0.6 1

0.4 1

AA normalizado

0.2 1

o.oJH

T T T
0 50 100 150 200

Tiempo (us)

Figura 26. Cinética de desaparicion de triplete a 440 nm en PBS.

Tabla 8. Tiempos de vida del estado excitado triplete a 440 nm en PBS.

EEN
(us)

NPX 28.9 0,96211
DNPX 26.0 0.96695
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5.3 CARACTERIZACION FOTOQUIMICA

5.3.1 Irradiacion de DNPX en medio acuoso

Segln antecedentes bibliograficos, los fotoproductos del naproxeno en condiciones anaerdbicas o
aerédbicas utilizando agua destilada o PBS como disolvente se forman como consecuencia de un
proceso de descarboxilacién, como se muestra en la figura 27.%° Asi, y con el fin de determinar si la
irradiacién del metabolito da lugar al mismo tipo de fotoproductos o a otros distintos, se irradid
DNPX en el fotorreactor con luz UVB a centrada a 300 nm durante 8 horas. El crudo de irradiacion se
analizé por RMN.

oH
" + +
v Hy GO
OO COOH : oo
‘ ‘ O

Figura 27. Fotoproductos del naproxeno.

;00

HCO

Fuente: M.C. Jiménez et.al. Photochemistry of naproxen in the presence of B-cyclodextrin, 1997.
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Figura 28. En rojo, espectro de 'H-RMN de DNPX. En verde, espectro de tras 8 h de irradiacion
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Se observd una degradaciéon parcial del compuesto a causa de la irradiacion y la presencia de una
nueva seial (6 4.9, q)

Basandonos en la bibliografia y tras realizar una posterior simulacidon de los RMN de los posibles
fotoproductos del DNPX formados con el programa MestReNova 6.0.2, la nueva sefial observada en
podria deberse a los fotoproductos 1-(6-hidroxinaftalen-2-il)etan-1-ona o 1-hidroxietil-6-
hidroxinaftaleno (figura 29).

HO

b
‘e COOH 5
HO

HO

Figura 29. Fotoproductos del desmetilnaproxeno.
El crudo de irradiaciéon se analizé por UPLC-MS, obteniéndose la masa del fotoproducto 1-(6-
hidroxinaftalen-2-il)etan-1-ona pero no la de 1-hidroxietil-6-hidroxinaftaleno.
HRMS (M+H"): Calculada para C;,H;,0, 187.0759, encontrada 187.0751.
HRMS (M+H"): Calculada para Cy,H130, 189.0759, no encontrada.

Este fotoproducto es una cetona aromatica, por lo que a priori se espera que sea activo desde el
punto de vista fotoquimico. En este sentido, seria un candidato a ser estudiado y caracterizado
fotofisicamente.

5.3.2 Irradiacion de DNPX en presencia de ASH.

En primer lugar, se llevé a cabo la irradiacién de DNPX en presencia de 2 equivalentes de ASH con
[dmparas UV-B centradas a A = 300 nm durante 1 hora, y se filtré a través de Sephadex® G-25 con el
fin de determinar si habia ocurrido fotounién. Los crudos de irradiacion antes y después de filtrar se
analizaron por fluorescencia, obteniéndose los siguientes resultados.
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Figura 30. Espectros de emision de fluorescencia a 310 nm de (S)-DNPX (izquierda) y (R)-DNPX (izquierda) 33.3 uM en
ASH 66.6 uM.

A la vista de los espectros se puede deducir que: en primer lugar, no existe diferencias entre la
irradiacién de (S)-DNPX y (R)-DNPX en presencia de proteina. En segundo lugar, la intensidad de
fluorescencia inicial de la muestra (curva roja) se ve disminuida tras someterla a irradiacién en
presencia de proteina (curva negra), debido a la degradacion del metabolito. Por ultimo, tras hacer
pasar las muestras por Sephadex® G-25no se detecta fluorescencia, independientemente de si ha
sido o no irradiada con anterioridad (curvas azul y rosa), por lo que no parece que ocurra fotounién
metabolito-proteina. Con el fin de determinar el motivo por el cual se detectd esa disminucién de
fluorescencia, seria interesante estudiar las muestras mediante analisis proteémico con el fin de
identificar si el fotoproducto ha interaccionado con algin aminodcido de la misma, pero el proceso
no se puede seguir por fluorescencia.

Por otro lado, para analizar la formacion de fotoproductos en presencia de proteina (sin fotounién)
se desnaturalizé la proteina con hidrocloruro de guanidina y se extrajeron las muestras irradiadas
con acetona, se rotavaporaron y se redisolvieron en acetonitrilo grado HPLC. El andlisis por UPLC no
reveld la formacidn de fotoproductos.
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6. PLAN FUTURO

En posteriores trabajos, se realizard el estudio del metabolito de fase Il del naproxeno: el 2-(6-
metoxi-2-naftil) propanoato de 2, 3, 4, 5-tetrahidroxi-2-furano, ya que se tienen evidencias de que
existe una union estereoselectiva en proteinas.”®

Dicho estudio ya se ha comenzado a realizar en este trabajo con la caracterizacion de los intermedios
de la reaccion de los intermedios de la sintesis del metabolito y se presenta a continuacién.

Adicionalmente, para el DNPX, debido a la aparicidon de una banda de absorcién en la regidn del UV-A
y la fotoreactividad para dar lugar a una cetona aromatica, se realizaran ensayos con células.

6.1 SINTESIS
El procedimiento de sintesis se realizé segun el descrito en la bibliografia.”

Sintesis del compuesto 2-(6-metoxi-2-naftil) propanoato de 2, 3, 4, 5-tetrahidroxi-2-furano

Segun el procedimiento descrito en la bibliografia, el esquema de sintesis comprende dos etapas:
sintesis del 2-(6-metoxi-2-naftil) propanoato de 2-(metoxicarbonil)-3, 4, 5-triacetato-2-furano y
desproteccién via enzimatica de los grupos acetato, siendo el esquema sintético idéntico para las
formas enantiomeéricas (S)- (a) y (R)- (b)
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Figura 31. Esquema sintético del compuesto 2-(6-metoxi-2-naftil) propanoato de 2, 3, 4, 5-tetrahidroxi-2-furano.

Etapa 1: Sintesis de 2a/2b

Una suspension de (S)- o (R)-naproxeno (247 mg, 1.074 mmol) en metanol (2 mL) se mezclé con una
disolucién de carbonato de cesio (200 mg, 0.614 mmol, 2.83 M). Tras 5 minutos, la mezcla se
rotavapord hasta la completa eliminacion del disolvente. Posteriormente, se adiciona al matraz de
reaccion dimetilsulféxido (2.5 mL) y una disoluciéon de éster metilico a-acetobromo del acido D-
glucurdnico (glucurénido-Br, GLU-Br) (352 mg, 0.861 mmol) en dimetilsulféxido (2.5 mL).

Tras 24 h de reaccidon a 30°C, el producto de la reaccion se separé mediante decantacion,
adicionando acetato de etilo (50 mL) y realizando la extracciéon con agua (100 mL), disolucidon
saturada de NaHCO; (3x40 mL) y NaCl saturado. La fase organica se secé con MgSQ, y el compuesto
2a (o 2b) se purificd por cristalizacion, utilizando etanol. El rendimiento final de la reaccién fue del
50%.
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Etapa 2: Sintesis de 3a/3b

En un matraz Erlenmeyer, se vertieron 104.2 mL de un buffer de citrato-fosfato 25 mM y se sumergid
en un bafio a 40 °C. Alcanzada dicha temperatura, se vertieron 1.90 g de enzima amino lipasa (15
mg/L, mezcla de incubacidn) y una disolucion de 2a (o 2b) (35 mg, 0.064 mmol) en 2-metoxietanol
(26 mL).

Se dejé incubar a reaccién a 40°C con agitacion suave. Tras 2 horas, se paré la reaccién dejando
enfriar hasta temperatura ambiente. Se afiadieron 100 mL de acetato de etilo y por decantacidn de
recogid la fase organica, se secdé con MgS0O, y se rotavaporo el disolvente. El compuesto 3a (o 3b) se
obtuvo tras purificar con HPLC (columna HPLC de silice pura en fase reversa, 50/50 MeCN-H,0 pH 3,
flujo 2 mL/min). El rendimiento final de la reaccion fue del 10 %.

6.2 CARACTERIZACION

La caracterizacion del metabolito de fase Il se realizé analogamente al DNPX.
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Espectros *H y *C del compuesto (S)-2-(6-metoxi-2-naftil) propanoato de 2-(metoxicarbonil)-3, 4, 5-

triacetato-2-furano (2a)

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6 7.78 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.70 (d, J = 1.1 Hz, 1H), 7.36 (dd, / = 8.5, 1.7
Hz, 1H), 7.30 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 7.17 (dd, / = 8.9, 2.6 Hz, 1H), 6.05 (d, /= 8.2 Hz, 1H), 5.51 (t, / = 9.6 Hz,
1H), 5.04 — 4.95 (m, 2H), 4.66 (d, J = 9.9 Hz, 1H), 3.98 (q, J = 7.1 Hz, 1H), 3.87 (s, 3H), 3.60 (s, 3H), 1.98
(s, 3H), 1.96 (s, 3H), 1.48 (d, J = 7.2 Hz, 3H). **C NMR (101 MHz, DMSO-d¢): § 172.11, 169.41, 169.24
168.89, 166.83, 157.32, 134.29, 133.46, 129.19, 128.32, 127.03, 126.17, 125.90, 118.83, 105.73,
90.97, 71.41, 70.78, 69.75, 68.80, 55.18, 52.58, 44.22, 20.26, 20.17, 20.09, 17.96. HRMS (M+Na"):
Calculada para C,;7H3,0,,Na 569.1635, encontrada 569.1632.
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Figura 32. Espectro 'H del compuesto 2a.
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Figura 33. Espectro 3¢ del compuesto 2a.
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Espectros *H y **C del compuesto (R)-2-(6-metoxi-2-naftil) propanoato de 2-(metoxicarbonil)-3, 4, 5-
triacetato-2-furano (2b)

'H NMR (400 MHz, DMSO-d¢): & 7.77 (dd, J = 8.7, 4.7 Hz, 2H), 7.66 (d, J = 1.0 Hz, 1H), 7.33 = 7.27 (m,
2H), 7.15 (dd, J = 9.0, 2.5 Hz, 1H), 5.97 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 5.41 (t, / = 9.6 Hz, 1H), 4.97 (t, J = 9.7 Hz,
1H), 4.84 (dd, J = 9.6, 8.3 Hz, 1H), 4.65 (d, J = 9.9 Hz, 1H), 3.98 (q, J = 7.0 Hz, 1H), 3.85 (s, 3H), 3.63 (s,
3H), 1.96 (s, 3H), 1.88 (s, 3H), 1.45 (d, J = 7.0 Hz, 3H), 1.21 (s, 3H). *C NMR (101 MHz, DMSO-d¢): &
172.39, 169.50, 169.45, 168.40, 167.02, 157.44, 134.80, 133.59, 129.33, 128.53, 127.34, 125.92,
118.98, 105.80, 90.89, 71.55, 70.87, 69.50, 68.92, 55.30, 52.77, 44.15, 20.28, 20.26, 19.37, 19.37,
17.75. HRMS (M+H"): Calculada para Cy;H;,0,, 547.1816, encontrada 547.1821.
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Figura 34. Espectro 'H del compuesto 2b.
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Figura 35. Espectro 3¢ del compuesto 2b.
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Espectros *H y *C del compuesto (S)-2-(6-metoxi-2-naftil) propanoato de 2-(metoxicarbonil)-3, 4, 5-

trihidroxi-2-furano (3a)

'H NMR (400 MHz, CD;0D): 6 7.74 - 7.66 (m, 4H), 7.38 (dd, J = 8.5, 1.8 Hz, 1H), 7.19 (d, J = 2.3 Hz, 1H),
7.11 (dt, J = 8.9, 2.3 Hz, 1H), 5.53 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 4.02 - 3.87 (m, 6H), 3.71 (s, 1H), 3.56 - 3.33 (m,
4H), 3.25 (d, J = 5.5 Hz, 1H), 1.56 (d, J = 7.2 Hz, 4H). *C NMR (101MHz, CD;0D): & 174.76, 170.67,
159.05, 136.35, 135.14, 130.26, 130.12, 128.13, 127.10, 126.99, 119.78, 106.42, 95.70, 77.17, 73.47,
72.84, 55.60, 52.77, 46.25, 19.44. HRMS (M+H"): Calculada para C,;H,s0, 421.1499, encontrada
421.1501.
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Figura 36. Espectro 'H del compuesto 3a.
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Figura 37. Espectro 3¢ del compuesto 3a.
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Espectros *H y **C del compuesto (R)-2-(6-metoxi-2-naftil) propanoato de 2-(metoxicarbonil)-3, 4, 5-
trihidroxi-2-furano (3b)

'H NMR (400 MHz, CD;0D): 6 7.77 — 7.64 (m, 15H), 7.41 (dd, ) = 8.6, 1.8 Hz, 4H), 7.24 — 7.12 (m, 6H),
7.12-7.01 (m, 4H), 5.51 (d, ) = 7.9 Hz, 3H), 4.20 — 3.92 (m, 8H), 3.78 (s, 8H), 3.60 — 3.49 (m, 4H), 3.46
—3.32(m, 9H), 1.58 (d, J = 7.2 Hz, 10H). **C NMR (101MHz, CD;0D): 6 175.00, 170.82, 159.22, 136.46,
135.32, 130.28, 130.13, 128.22, 127.30, 127.13, 119.92, 106.57, 95.85, 77.34, 73.52, 72.88, 55.73,
52.90, 46.46, 19.11. HRMS (M+Na’*): Calculada para C,,H,,0sNa 443.1318, encontrada 443.1322.
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Figura 38. Espectro 'H del compuesto 3b.
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7. CONCLUSIONES

Las principales conclusiones tras llevar a cabo la sintesis y caracterizacion estructural del DNPX son:

Se han comparado las principales caracteristicas y parametros fotofisicos de DNPX y NPX,
observandose que:

En el espectro de absorcidn, DNPX no presenta diferencias respecto al farmaco de
partida, mientras que en el espectro de emisidon existe una disminucidén de
intensidad en PBS y la aparicidn de una nueva banda a 412 nm.

La energia de singlete de DNPX es ligeramente inferior a la del farmaco de partida, el
NPX (84.24 kcal/mol vs 84.99 kcal/mol).

El tiempo de vida de fluorescencia es inferior para el DNPX, tanto en MeCN como en
PBS (siendo en este caso la disminucién mas acusada), cuyos valores son 5.871 ns y
6.917 ns, respectivamente.

El rendimiento cuantico de fluorescencia del DNPX es ligeramente inferior que el
farmaco inicial en MeCN y en presencia de proteina (0.40 y 0.35), al contrario que
sucede en PBS, que es mayor (0.75). Al igual que sucede en el NPX, no existe
estereodiferenciacion en el rendimiento cudntico de fluorescencia.

La energia del estado excitado triplete de DNPX es superior a la del farmaco de
partida, el NPX (61.90 kcal/mol vs 76.27 kcal/mol).

Las especies que se observan en el espectro de absorcidn transitoria excitando a A =
266 nm corresponden a la transicidon triplete-triplete (440 nm), la formacién de
catién radical (550-650 nm) y la presencia de electrén solvatado (A > 650 nm).

El tiempo de vida del estado excitado triplete a 440 nm en PBS es inferior a la del
farmaco de partida, el NPX (26 us vs 28.9 ps).

El pK,* del metabolito (pK, en el estado excitado) es de 3.20, valor similar para otros
naftoles.

En presencia de albimina sérica humana, el metabolito desactiva la fluorescencia de la
proteina segln un ajuste lineal tipo Stern-Volmer.

El principal fotoproducto de DNPX tras irradiacién en acetonitrilo deuterado con una fuente
UV-B de A 4= 300 nm, es a 1-(6-hidroxinaftalen-2-il)etan-1-ona.

No se encontraron evidencias de fotounién del fotoproducto a la proteina ASH ni se detectd
la formacidn de fotoproductos en este medio, aunque hubo fotodegradacion mismo.

En cuanto a la fototoxicidad, no se espera que existan diferencias apreciables con respecto al
farmaco de partida, a excepcion de la formacidn de una nueva banda en el rango UV-A.
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El presupuesto es el documento que refleja el coste del proyecto, es decir, la inversién necesaria para
llevarlo a cabo. Para realizarlo se deben obtener las mediciones de las diversas unidades de obra que
lo componen, la determinacién del precio unitario de cada unidad de obra y la amortizaciéon
correspondiente a las infraestructuras adquiridas en el mismo.

En este trabajo se realizard el presupuesto correspondiente al coste de realizacién de este trabajo
final de master, es decir, el coste de ejecucién de los ensayos experimentales.

Cabe destacar que todos los datos han sido obtenidos de los correspondientes catalogos de precio de
cada fabricante.

1.1 PRECIO DE LA MANO DE OBRA

En la tabla se especifican los operarios requeridos para la obtencién de los resultados experimentales
del laboratorio, teniendo en cuenta que se empleara un maximo de 300 horas en el desarrollo de los
mismos repartidas a lo largo de 5 meses a media jornada.

Tabla 9. Mano de obra.

(h) (€/h) (€)
300 30 9000

Ingeniero quimico
Técnico laboratorio 100 20 2000

1.2 PRECIO DE REACTIVOS Y DISOLVENTES

A continuacion se presentan los reactivos y disolventes utilizados en el laboratorio utilizados para la
realizacion del trabajo.
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Tabla 10. Reactivos y disolventes.

Unidad Cost

2-metoxietanol (ACS), Scharlau 48,39 L 2-1 20
Acetato de etilo (HPLC), Scharlau 41,4 €,-"L 0,8 L 33,12
Acetato de sodio anhidro (ACS), Scharlau 59,7 €fkg 20 E 1,19
Acetona [ACS) 10,9 £/L 10 L 109,00
Acetona (HPLC) 40,6 £€/L 200 mL 8,12
Acetonitrilo-d3, Sigma Aldrich 45,7 €/mL 5 mL 228,50
Acetonitrilo (HPLC) 93,6 £/L 5 L 468,00
Acido acético glacial (ACS), Scharlau 43,52 £fL 100 miL 4,35
Acido bromhidrico 48%, Scharlau 128,7 £/L 40 mL 5,15
Acido clorhidrica 37%, Scharlau 28,23 €L 5 mL 0,14
A_mdo (S}—2_—[5—meto>c|—2—naftll} propanoico, 14,34 ¢/ s g 114,72
Sigma Aldrich
A_udo (R}—}_’-—{&metoxl—Z—naﬂll} propanoico, 66,3 ¢/g i g 267.20
Sigma Aldrich
Albdmina sérica humana, Sigma Aldrich 96,1 £/g 5 g 480,50
Amano Lipasa A de Aspergillus niger,
Sigma Aldrich %3 e 40 = 117,60
Bicarbonato de sodio (ACS), Scharlau 18,54 €fkg 50 E 0,93
Carbonato de cesio 99%, Sigma Aldrich 1,75 £/g 4 g 7,00
Cloruro de potasio (ACS) 42,93 €fkg 2 g 0,09
Cloruro sodico (ACS), Labkem 4,03 €fkg 200 E 0,81
Diclorometano (HPLC), Scharlau 42,12 £fL 0,5 L 21,06
Dimetilsulfoxido-ds, Sigma Aldrich 53 10 mL 15 miL 870,00
Dimetilsulfoxido (ACS), Scharlau 69,55 £L 50 mL 3,48
Ester metilico a-acetobromo del acido D-

. L 27,91 €/g 7 g 195,37
glucurdnico, Apollo Scientific
Etanol (HPLC), Scharlau 65,84 £/L 200 mL 13,17
Guanidina hidroclorhidrica, Sigma Aldrich 0,33 £/g 100 mg 0,03
Hidrdxido sodico (pellets) 99%, Scharlau 37,58 €/kg 6 g 0,23
Metanol-d4, Sigma Aldrich 13,1 €/mL 6 miL 108,60
Metanaol (HPLC), Scharlau 254 £L 50 mL 1,27
el de silice (70-230 mesh ASTM), Scharlau 86,6 €fkg 50 E 4,33
Sulfato de magnesio anhidro extra puro,
scharlau 32,25 €fkg 100 g 3,23
Tam-pon salino de fosfato (PBS), Sigma La1 /T - tabletas 42,30
Aldrich
Tris{hidroximetil)amincetano sustancia

3,25 £/g 3 g 9,75

buffer 99.5%, Sigma Aldrich

1.3 MATERIAL FUNGIBLE

En la siguiente tabla se presenta el material fungible, es decir, el de un solo uso, empleado en la

realizacion del trabajo.
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Tabla 11. Material fungible.

Precio unitario | Unidades Coste
Material fungible
utilizadas

Agujas estériles BD Microlance 1x100 3 66 0 }'3
Bobina de papel industrial 45kg 14,67 1 14,67
Jeringa de plastico estéril 2 mL 1x100 15,63 15 2,34
Jeringa de plastico estéril 5 mL 1x100 19,7 12 2,36
Filtros de jeringa de Mylon 0.45 pm 1x100 33 10 3,30
Filtros de jeringa de PTFE 0.45 pm 1x100 53,4 17 9,08
Filtros Sephadex® G-25 medium 63 1 68,00
Globos de goma 1x100 7,99 25 2,00
Guantes desechables de nitrilo sin polvo

7,07 100 7,07
talla M 1x100
Lamina de cierre Parafilm M 28 0,1 2,80
Punta de pipeta 0,5-20 pL 1x1000 10,29 15 0,15
Punta de pipeta 1-200 pL 1x1000 8,31 20 0,17
Punta de pipeta 100-1000 pL 1x500 6,77 100 1,35
Punta de pipeta 1-10 mL 1x100 17,83 120 21,40
Pipeta Pasteur de vidrio 1x250 9,53 200 7,82
Tapon de polipropileno/Vial 13.5 mL 1x100 29,5 160 47,20
Tapdn de polipropileno/Vial 22.5 mL 1x100 48,5 80 39,60
Tapdn Septum para inyectar 1x20 24,1 10 12,05
Tapon de goma tipo septum 1x30 24,1 10 8,03
Tubo de centrifuga PP 50 mL 0,13 8 1,04
TLC silica gel 60 Fyqy 13,4 3 40,20
Vial de HPLC 1x100 73 15 10,95
Vial transparente 13.5 mL 1x100 63,5 160 101,60
Vial transparente 22.5 mL 1x100 72,7 80 58,16

1.4 MATERIAL NO FUNGIBLE

Se presenta el material fungible, es decir, la instrumentacién, utilizada en la realizacién del trabajo.
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Tabla 12. Material no fungible.

Materlal no fungible Cantidad Precio unitario | Precio total Vida atil | Amortizacion Coste
(anos] (€/h)

Adaptador expansion-reducccion esm. H-14/23 M-29/32 2 En Enl 13 22 0,00075 0 01
Adaptador expansidn-reducccion esm. H-24/29 M-19/26 2 6,61 13,22 2 0,00075 10 0,01
Bata de laboratorio 1 20,45 20,45 5 0,00047 300 0,14
Columna HPLC fase reversa : 675 675,00 2 0,03853 60 2,31
Columna cromatografica 29/32 ¢; 25 mm 400 mm Poro 0 1 201,57 201,57 2 0,01151 4 0,05
Cristalizador con pico 300 mL 1 4,25 4,25 2 0,00024 100 0,02
Cubeta de cuarzo tipo 3 roscado, paso de luz 10 mm 5 357,11 1785,55 5 0,04077 100 4,08
Embudo Blchner 1 29,2 29,20 2 0,00167 1 0,00
Embudo de decantacién cdnico llave PTFE boca 19,/26 250 mL 1 21,81 21,81 2 0,00124 2 0,00
Embudo de decantacidn conico llave PTFE boca 24,/29 500 mL 1 27,09 27,09 2 0,00155 7 0,00
Embudo rama corta ¢ 50 mm 1 1,11 1,11 2 0,00006 1 0,00
Espatula cuchara plana 210 mm L. acero inox. 1: 3,99 3,99 10 0,00005 1 0,00
Gafas de seguridad 1 8,98 8,98 5 0,00021 a0 0,02
Matraz aforado clase A 100 mL 8 8,34 66,72 2 0,00381 4 0,02
Matraz esférico 50 mL F/Redondo ESM. Boca 14,/23 2 3,09 6,18 2 0,00035 20 0,01
Matraz esférico 100 mL F/Redondo ESM. Boca 14/23 . 3,99 7.98 7 0,00046 20 0,01
Matraz esférico 100 mL F/Redondo ESM. Boca 29/32 2 4,05 8,10 2 0,00046 20 0,01
Matraz esférico 500 mL F/Redondo ESM. Boca 29/32 4 7.22 28,88 X 0,00165 200 0,33
Matraz Erlenmeyer cuello estrecho 100 mL 2 1,02 2,04 2 0,00012 5 0,00
Matraz Erlenmeyer cuello estrecho 250 mL 7 1,52 3,04 7 0,00017 5 0,00
Matraz Kitasado forma Erlenmeyer 100 mL 1 8,58 8,58 2 0,00049 1 0,00
Microespatula cuchara-plana acero inox. 150 mm : 1,56 1,56 10 0,00002 2 0,00
Micropipeta de volumen variable 5-50 pL 1 75,05 75,05 5 0,00171 0,5 0,00
Micropipeta de volumen variable 10-100 pL gk 75,05 75,05 5 0,00171 1 0,00
Micropipeta de volumen variable 100-1000 pL 1 75,05 75,05 5 0,00171 2 0,00
Micropipeta de volumen variable 500-5000 pL i 75,05 75,05 L 0,00171 2 0,00
Muez doble tipo Fisher 10 3,06 30,60 10 0,00035 100 0,03
Pera Richardson 500 mL i 7.38 7.38 10 0,00008 4 0,00
Pesafiltros forma alta h 50 mm ESM. 2 1,87 3,74 2 0,00021 20 0,00
Pieza acodada 75° ESM. 29/32 2 6,71 13,42 2 0,00077 60 0,05
Pinzas para rotulas, sin resorte R-51 2 38 76,00 3 0,00289 50 0,14
Pinzas de laboratorio recta para diseccion 1 2,93 2,93 10 0,00003 4 0,00
Pinza universal 4 dedos 6 5,94 35,64 10 0,00041 100 0,04
Portacubetas de PE 1 2,15 25 i 0,00005 100 0,00
Probeta graduada clase A base hex. 10 mL 1 3,13 3,13 2 0,00018 10 0,00
Probeta graduada clase A base hex. 100 mL 1 5,52 5,52 2 0,00032 10 0,00
Probeta graduada clase A base hex. 250 mL 2 9,96 19,92 2 0,00114 10 0,01
Precolumna ODS 1 233,38 233,38 2 0,01332 60 0,80
Sonda de temperatura 1 10,25 10,25 5 0,00023 100 0,02
Soporte para balones corcho ¢ 80 mm 2 4,75 9,50 10 0,00011 20 0,00
Soporte para balones corcho ¢ 100 mm 2 5.3 10,60 10 0,00012 20 0,00
Soporte para balones corcho ¢ 120 mm 2 6,14 12,28 10 0,00014 100 0,01
Soporte pie de plato acero inox. ¢ 10 mm 4 31 124,00 10 0,00142 100 0,14
Tapon hueco esm. cabeza hex. 19/26 i1 2,87 2,87 2 0,00016 2 0,00
Tapdn hueco esm. cabeza hex. 24/29 1 3,94 3,94 2 0,00022 2 0,00
Tapon hueco plastico 14/23 8 0,45 3,60 5 0,00008 8 0,00
Temporizador 1 9,36 9,36 2 0,00053 150 0,08
Tetina de goma para pipeta Pasteur B 0,14 1,12 1 0,00013 200 0,03
Tuberias de latex ¢int4.5 mm ¢ ., 9 mm 1x1 metro 5 2,03 10,15 1 0,00116 200 0,23
Tubo de cuarzo-Wilman BMN 2 67,6 135,20 7 0,00772 10 0,08
Refrigerante serpentin boca 14/23 1, 295 mm 1 8,73 8,73 2 0,00050 300 0,15
Varilla agitadora de vidrio redondeada 300 mm 1 0,61 0,61 2 0,00003 T 0,00
Varilla magnética cilindrica para agitacion ¢/1 3/6 mm 2 141 2,82 5 0,00006 100 0,01
Varilla magnética cilindrica para agitacidn ¢/14,5/15 mm 2 1,37 2,74 5 0,00006 200 0,01
Varilla recogeimanes PTFE 250 mm 1 11,07 11,07 10 0,00013 0.5 0,00
Vaso de precipitados forma baja 100 mL 2 1,4 2,80 i 0,00016 4 0,00
Vaso de precipitados forma baja 250 mL 2 2,33 4,66 2 0,00027 4 0,00
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1.5 EQUIPOS

Se detallan a continuacién los equipos utilizados para las mediciones realizadas a lo largo del
proyecto.

Tabla 13. Equipos.

Coste Vida dtil | Ameortizacion Tlempo Coste
[anos] (€/h)

Balanza digital 0,02232 0 ﬂ?
Bario de ultrasonidos 5000 15 0,03720 0,5 0,02
Centrifuga 6000 15 0,04464 1 0,04
Espectrometro de RMN 300000 15 2,23214 10 22,32
Espectrofotémetro JASCO V-850 10000 15 0,07440 10 0,74
Espectrofluorimetro Jasco FP-8500 28000 15 0,20833 20 4,17
Espectrofluorimetro EasyLife X 20000 15 0,14881 4 0,60
Equipo de fosforescencia Photon

Technology International (PTI) E-OOOO - e . -
Fotorreactor Luzchem 5000 15 0,03720 25 0,93
Laser pulsado de Nd-YAG 100000 15 0,74405 10 7,44
HPLC semipreparativo Jasco PU-2080 350000 15 2,60417 60 156,25
Placa calefactora 269 5 0,00600 300 1,80
Rotavapor 2000 15 0,05952 20 1,19
UPLC ACQUITY (Waters Corp) 350000 15 2,60417 2 )

1.6 PRESUPUESTO EN BASE DE LICITACION

El presupuesto Base de Licitacion expresa el coste final del proyecto, resultado de sumar los
presupuestos parciales y de adicionar los porcentajes correspondientes a los gastos generales (que
refleja los costes de mantenimiento y consumo eléctrico, entre otros), el beneficio industrial (en este
caso, beneficio para la universidad) y el I.V.A., siendo representados como un porcentaje adicional
del 13 %, 6 % y 21 % respectivamente.
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Presupuesto de ejecucién material

1.- Mano de obra 11000,00
2.- Reactivos y disolventes 3143,42
3.- Material fungible 461,88
4.- Material no fungible 8,88
5.- Equipos 203,01
Total..............: 14817,19 €

Asciende el presupuesto de ejecucion material a la expresada cantidad de
CATORCE MIL OCHOCIENTOS DIECISIETE EUROS CON DIECINUEVE
CENTIMOS.

Presupuesto base de licitacion

Presupuesto de ejecuciéon material 14817,43 €
Gastos generales (13 %) 1926,24
Beneficio industrial (6 %) 1004,61
Presupuesto de ejecucion por contrata 17748,03 €
I.V.A. (21%) 3727,09
Total..............: 21475,12 €

Asciende el presupuesto base de licitacidn a la expresada cantidad de
VEINTIUN MIL CUATROCIENTOS SETENTA Y CINCO EUROS CON DOCE
CENTIMOS.
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ANEXO I: SEGURIDAD

A continuacion se detallan los pictogramas de seguridad, las indicaciones de peligro y las
declaraciones de prudencia de los reactivos quimicos empleados en la realizacion de este trabajo, los
cuales han sido: 2-metoxietanol, acetato de etilo, acetato de sodio, acetonitrilo, acido acético, acido
bromhidrico, acido clorhidrico, bicarbonato de sodio, dimetilsulfoxido, etanol, hidroxido sddico,
metanol, tampdn salino de fosfato y tris(hidroximetil)Jaminometano (tris).

2-metoxietanol

- Pictogramas de seguridad

SSD

H226 Liquidos y vapores inflamables.

- Indicacidén(es) de peligro

H302 + H312 + H332 Nocivo en caso de ingestion, contacto con la piel o inhalacién.

H360FD Puede perjudicar a la fertilidad. Puede dafiar al feto.

H370 Provoca dafios en los érganos (Sistema inmunitario).

H373 Puede provocar dafios en los drganos (timo) tras exposiciones prolongadas o repetidas.

- Declaracién(es) de prudencia

P201 Pedir instrucciones especiales antes del uso.

P210 Mantener alejado del calor, de superficies calientes, de chispas, de llamas abiertas y de
cualquier otra fuente de ignicidon. No fumar.

P260 No respirar polvos/ humos/ gases/ nieblas/ vapores/ aerosoles.
P280 Llevar guantes/ prendas/ gafas/ mascara de proteccion.

P308 + P311 EN CASO DE exposicion manifiesta o presunta: Llamar a un CENTRO DE
TOXICOLOGIA/médico.

P370 + P378 En caso de incendio: Utilizar arena seca, producto quimico seco o espuma
resistente al alcohol para la extincion.
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Acetato de etilo

- Pictogramas de seguridad

H225 Liquido y vapores muy inflamables.

- Indicacidén(es) de peligro

H319 Provoca irritacidn ocular grave.
H336 Puede provocar somnolencia o vértigo.
- Declaracion(es) de prudencia
P210 Mantener alejado del calor, de superficies calientes, de chispas, de llamas abiertas y de
cualquier otra fuente de ignicidon. No fumar.

P305 + P351 + P338 EN CASO DE CONTACTO CON LOS 0JOS: Aclarar cuidadosamente con
agua durante varios minutos. Quitar las lentes de contacto, si lleva y resulta facil. Seguir

aclarando.
P370 + P378 En caso de incendio: Utilizar polvo seco o arena seca para la extincién.

P403 + P235 Almacenar en un lugar bien ventilado. Mantener en lugar fresco.

Acetato de sodio

No es una sustancia o mezcla peligrosa segin el Reglamento (CE) No. 1272/2008.

Acetonitrilo

- Pictogramas de seguridad

H225 Liquido y vapores muy inflamables.

- Indicacidn(es) de peligro

H302 + H312 + H332 Nocivo en caso de ingestidn, contacto con la piel o inhalacién.
H319 Provoca irritacidn ocular grave.

- Declaracién(es) de prudencia

P210 Mantener alejado del calor, de superficies calientes, de chispas, de llamas abiertas y de

cualquier otra fuente de ignicidon. No fumar.
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P261 Evitar respirar el polvo/ el humo/ el gas/ la niebla/ los vapores/ el aerosol.
P280 Llevar guantes/ prendas de proteccidn.

P305 + P351 + P338 EN CASO DE CONTACTO CON LOS 0JOS: Aclarar cuidadosamente con
agua durante varios minutos. Quitar las lentes de contacto, si lleva y resulta facil. Seguir
aclarando.

P370 + P378 En caso de incendio: Utilizar polvo seco o arena seca para la extincién.

P403 + P235 Almacenar en un lugar bien ventilado. Mantener en lugar fresco.

Acido acético

- Pictogramas de seguridad

H226 Liquidos y vapores inflamables.

- Indicacién(es) de peligro

H314 Provoca quemaduras graves en la piel y lesiones oculares graves.

- Declaracién(es) de prudencia

P280 Llevar guantes/ prendas/ gafas/ mascara de proteccion.

P305 + P351 + P338 EN CASO DE CONTACTO CON LOS 0JOS: Aclarar cuidadosamente con
agua durante varios minutos. Quitar las lentes de contacto, si lleva y resulta facil. Seguir
aclarando.

P310 Llamar inmediatamente a un CENTRO DE TOXICOLOGIA/médico.

Acido bromhidrico

- Pictogramas de seguridad

H314 Provoca quemaduras graves en la piel y lesiones oculares graves.

- Indicacién(es) de peligro

H335 Puede irritar las vias respiratorias.
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- Declaracion(es) de prudencia

P260 No respirar el polvo/ el humo/ el gas/ la niebla/ los vapores/ el aerosol.
P280 Llevar guantes/ prendas/ gafas/ mascara de proteccion.

P303 + P361 + P353 EN CASO DE CONTACTO CON LA PIEL (o el pelo): Quitar inmediatamente
todas las prendas contaminadas. Aclararse la piel con agua/ducharse.

P304 + P340 + P310 EN CASO DE INHALACION: Transportar a la persona al aire libre y
mantenerla en una posicién que le facilite la respiracién. Llamar inmediatamente a un
CENTRO DE TOXICOLOGIA/médico.

P305 + P351 + P338 EN CASO DE CONTACTO CON LOS 0JOS: Aclarar cuidadosamente con
agua durante varios minutos. Quitar las lentes de contacto, si lleva y resulta facil. Seguir
aclarando.

Acido clorhidrico

- Pictogramas de seguridad

H290 Puede ser corrosivo para los metales.

- Indicacidn(es) de peligro (frases H)

H314 Provoca quemaduras graves en la piel y lesiones oculares graves.
H335 Puede irritar las vias respiratorias.

- Declaracién(es) de prudencia (frases P)

P260 No respirar el polvo/ el humo/ el gas/ la niebla/ los vapores/ el aerosol.
P280 Llevar guantes/ prendas/ gafas/ mascara de proteccion.

P303 + P361 + P353 EN CASO DE CONTACTO CON LA PIEL (o el pelo): Quitar inmediatamente
todas las prendas contaminadas. Aclararse la piel con agua/ducharse.

P304 + P340 + P310 EN CASO DE INHALACION: Transportar a la persona al aire libre y
mantenerla en una posicién que le facilite la respiracién. Llamar inmediatamente a un
CENTRO DE TOXICOLOGIA/médico.

P305 + P351 + P338 EN CASO DE CONTACTO CON LOS 0JOS: Aclarar cuidadosamente con
agua durante varios minutos. Quitar las lentes de contacto, si lleva y resulta facil. Seguir
aclarando.
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Bicarbonato de sodio

No es una sustancia o mezcla peligrosa de acuerdo con el Reglamento (CE) No. 1272/2008.

Dimetilsulféxido

No es una sustancia o mezcla peligrosa de acuerdo con el Reglamento (CE) No. 1272/2008.

Etanol

- Pictogramas de seguridad

H225 Liquido y vapores muy inflamables.

- Indicacidén(es) de peligro

H319 Provoca irritacién ocular grave.

- Declaraciéon(es) de prudencia

P210 Mantener alejado del calor, de superficies calientes, de chispas, de llamas abiertas y de
cualquier otra fuente de ignicion. No fumar.

P305 + P351 + P338 EN CASO DE CONTACTO CON LOS 0JOS: Aclarar cuidadosamente con
agua durante varios minutos. Quitar las lentes de contacto, si lleva y resulta facil. Seguir
aclarando.

P370 + P378 En caso de incendio: Utilizar polvo seco o arena seca para la extincion.

P403 + P235 Almacenar en un lugar bien ventilado. Mantener en lugar fresco.

Hidréxido sddico

- Pictogramas de seguridad

H290 Puede ser corrosivo para los metales.

- Indicacidn(es) de peligro (frases H)

H314 Provoca quemaduras graves en la piel y lesiones oculares graves.
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- Declaracion(es) de prudencia (frases P)

P280 Llevar guantes/ prendas/ gafas/ mascara de proteccion.

P305 + P351 + P338 EN CASO DE CONTACTO CON LOS 0JOS: Enjuagar con agua
cuidadosamente durante varios minutos. Quitar las lentes de contacto cuando estén
presentes y pueda hacerse con facilidad. Proseguir con el lavado.

P310 Llamar inmediatamente a un CENTRO DE INFORMACION TOXICOLOGICA o a un médico.

Metanol

~ Pictogramas de seguridad

- Indicacidén(es) de peligro

H225 Liquido y vapores muy inflamables.
H301 + H311 + H331 Tdéxico en caso de ingestidn, contacto con la piel o inhalacién
H370 Provoca dafios en los 6rganos.

- Declaracién(es) de prudencia

P210 Mantener alejado del calor, de superficies calientes, de chispas, de llamas abiertas y de
cualquier otra fuente de ignicidon. No fumar.
P260 No respirar el polvo/ el humo/ el gas/ la niebla/ los vapores/ el aerosol.

P280 Llevar guantes/ prendas de proteccidn.

P301 + P310 EN CASO DE INGESTION: Llamar inmediatamente a un CENTRO DE TOXICOLOGIA
0 a un médico.

P311 Llamar a un CENTRO DE TOXICOLOGIA o a un médico.

Tampon salino de fosfato

No es una sustancia o mezcla peligrosa segin el Reglamento (CE) No. 1272/2008.

Tampon salino de fosfato y tris(hidroximetil)Jaminometano

No es una sustancia o mezcla peligrosa de acuerdo con el Reglamento (CE) No. 1272/2008.
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ANEXO II: PREPARACION DISOLUCIONES TAMPON

A continuacidn, se presentan los calculos realizados para la preparacion de las disoluciones tampdn
de pH empleados en la determinacion del pKa* del compuesto 6-O-desmetilnaproxeno.

Las cantidades, asi como los reactivos utilizados se prepararon segun la bibliografia®’. Los pH de las
disoluciones se comprobaron con un pHmetro.

Tampdén pH 1
Se preparan 25 mLde KCI 0.2 M
Pureza = 99.8%; Masa molecular = 74.55 g/mol

74.55g  0.3728

= .25.10"3=5-.10"3 k- 9 ~

nmol =0.2-25-107> =5 10" "melkCl 1 = /0.99 pureza 0.377 g KCl
Se prepara una disolucion de HCI 0.2 M

Pureza = 37%; puc = 1180 g/L

1180 g 37 gHEE 1 mol
C = . . =11.96 mol/L
botella 1L 100 cdisolicidon 365 oHCl mol/
v-c=Vv'-c

V-1196 M =100mL-0.2M

_100-0.2
1196

La disolucién de HCl 0.2 M se valoré con una disolucién de NaOH 0.2 M previamente preparada,

= 1.67 mL HCI

obteniéndose un factor de correccién (F) de 1.061.

Finalmente, en un matraz aforado de 100 mL se toman 25 mL KCl 0.2 M, 67 mL HCI 0.2 M y se enrasé
con agua destilada.

Tampdn pH 4
Se preparan 18 mL de acetato de sodio trihidrato 0.1 M

Pureza =~ 100%; Masa molecular = 100 g/mol

100 g

— . . _3: . -3 —_— = .
nmol =0.1-18-10 1.8 10 “molacet-Na-3H,0 1 0.18 g acet.Na - 3H,0

Se prepara una disolucién de acido acético 0.1 M

Pureza = 99.8%; pac. acet. = 1050 g/L
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c _ 1050 g 99.8 gHE!L 1mol 17 45 mol /L
botella = T 17 100 e-disolicion 60.05 el mol/
v-c=v"'.c
V-1745M =100mL-0.1M

~100-0.1

~17.45
Finalmente, en un matraz aforado de 100 mL se toman 18 mL de acetato de sodio trihidrato 0.1 My
82 mL de d4cido acético.

~ 573.07 uL Ac. acet.

Tampén pH 7.3

Se disuelve una pastilla de tampdn salino de fosfato en 200 mL de agua Milli-Q, obteniéndose como
resultado una disolucidn salina 0.05 M con 7.3 pH.

Tampdn pH 8

Se preparan 100 mL de tris (hidroximetil) aminoetano 0.1 M

Pureza = 100%; Masa molecular = 121 g/mol

121
nmol = 0.1-100-10730.01 meltris - 1—g =1.21gtris
Se prepara una disoluciéon de HCI 0.1 M
Pureza = 37%; puc = 1180 g/L
1180 g 37 gHEl 1 mol
C = . . = 11.96 mol/L
botella 1L 100 odisohcidn 365 oHCl mol/

v-c=v'.c
V-1196 M =100mL-0.1M

_100-0.1
1196

Finalmente, en un matraz aforado de 100 mL se tomaron 50 mL tris 0.1 M, 29.2 mL HCI 0.1 M y se

~ 836.1 uL HCI

enraso con agua destilada.

Tampdén pH 9
Se parten de las disoluciones preparadas para el tampdn pH 8 (tris 0.1 M y HCI 0.1 M)

En un matraz aforado de 100 mL se tomaron 50 mL tris 0.1 M, 5.7 mL HCI 0.1 M y se enrasé con agua
destilada.
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Tampdn pH 10
Se preparan 100 mL de bicarbonato de sodio 0.05 M
Pureza = 100%; Masa molecular = 84 g/mol

84 g
1 melNaHCOS
Se prepara una disolucién de NaOH 0.1 M a partir de una disolucion madre de NaOH 0.2 M (F =
1.0906)

nmol = 0.05- 100 - 10730.01 melNaHCO - =042 g NaHCO;

V.-C-F=V'-(
V-02M-1.0906 =10.7mL-0.1M
10.7-0.1
=0—2= 5.35mL NaOH

Finalmente, en un matraz aforado de 100 mL se tomaron 50 mL NaHCO; 0.05 M, 10.7 mL NaOH 0.1
M vy se enrasé con agua destilada.

Tampdn pH 12
Se preparan 25 mL de KCI 0.2 M

Pureza = 99.8%; Masa molecular = 74.55 g/mol
74.55g  0.3728

nmol = 0225107 =510 3 molkel = = 910.99 pureza = 0377 g KCI
Se prepara una disolucién de NaOH 0.2 M
Pureza = 98%; Masa molecular = 40 g/mol
40 g

_ -3 _ 08g ~
nmol =0.2-100-107° = 0.02 melNaOH - /0.98 pureza = 0.808 g NaOH

1 molNeOH
La disolucién de NaOH 0.2 M se valord con una disolucién de HCI 0.1 M previamente preparada,
obteniéndose un factor de correccidn (F) de 1.0906.

Finalmente, en un matraz aforado de 100 mL se tomaron 25 mL KCL 0.2 M, 6 mL NaOH 0.2 M y se
enraso con agua destilada.
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