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RESUM

El clordiazepoxid és un farmac que pertany al grup de les benzodiazepines i s’utilitza per a
tractar problemes associats a I’ansietat. En relacié amb la biotransformacié de farmacs, aquesta
s’associa a una major facilitat per a ser eliminats de I'organisme i, en general, els converteix en menys
toxics. No obstant aix0, per a alguns farmacs existeixen evidéncies de la generacié de metabadlits
reactius durant el procés de biotransformacio, arribant en algunes ocasions a ser els metabdlits més
toxics i reactius que el mateix farmac original.

En el present treball s’ha extret el clordiazepoxid de comprimits de I’ansiolitic comercial
Huberplex. S’han estudiat les seues propietats fotofisiques, fotoquimiques i fotobiologiques, amb la
finalitat d’obtenir informaci6 sobre una possible fotosensibilitzacié deguda a aquest farmac. A més
a més, s’ha realitzat una caracteritzacio fotofisica i fotoquimica d’un dels seus metabolits principals,
el demoxepam.

En aquest context, s’observaren diferéncies en els espectres d’absorcid del farmac i del
metabolit. El farmac absorbeix fins a longituds d’ona majors en I’UVA. Per una altra banda, la
fluorescéncia d’ambdds compostos va resultar ser practicament nul-la. Pel que respecta a la
fotoreactivitat en dissolucions (en PBS, cloroform i acetonitril) s’observa la degradaci6 del compost,
donant lloc a fotoproducte(s) I’estructura quimica del(s) qual(s) es troba per determinar. L’evolucié
de les irradiacions es monitoren per espectroscopia d’absorcio, fluorescéncia i *H-RMN.

Fent referéncia als assajos en medi cel-lular, es va realitzar un assaig de viabilitat cel-lular de
captacio del roig neutre (NRU) per tal d’avaluar la possible fototoxicitat del farmac. Aixi, el factor
de fotoirritacié calculat va indicar I’elevat potencial fototoxic d’aquest farmac.

Tenint en compte aquests resultats, es prossegui a investigar si el CDZ i el DEM podien donar
lloc a fotoal-lergia, utilitzant com a sistemes model albumina sérica humana i CDZ o DEM. En
primer lloc, es va estudiar la possible formaci6 de complexos intermoleculars entre la proteina i el
substrat mitjancant espectroscopia d’absorcié UV-Vis i fluorescéncia. No s’observaren interaccions
significatives en els espectres d’absorcid, pero si en els de fluorescéncia. Després, s’irradiaren les
mescles ASH-CDZ i ASH-DEM. Per al CDZ, es va observar una lleugera fotodegradacié perd no
fotouni6 covalent. Per al metabolit, podria estar ocorrent fotodegradacio i també unié covalent, tot i
que per a ambdos substrats es tracta de resultats preliminars que haurien de ser confirmats amb
experiments addicionals.

Paraules Clau: Clordiazepoxid; demoxepam; fototoxicitat; fotoestabilitat;
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RESUMEN

El clordiazepoxido es un farmaco que pertenece al grupo de las benzodiazepinas y se utiliza
para tratar problemas asociados a la ansiedad. En relacion a la biotransformacion de farmacos, esta
se asocia a una mayor facilidad para ser eliminados del organismo y generalmente los convierte en
menos toxicos. Sin embargo, para algunos farmacos existen evidencias de la generacion de
metabolitos reactivos durante este proceso de biotransformacion, llegando en algunos casos a ser los
metabolitos mas toxicos que el propio farmaco original.

En el presente trabajo se ha extraido el clordiazepéxido de comprimidos del ansiolitico
comercial Huberplex. Se han estudiado sus propiedades fotofisicas, fotoquimicas y fotobioldgicas,
con el fin de obtener informacidn acerca de una posible fotosensibilizacion debida a este farmaco.
Ademas, se ha realizado una caracterizacion fotofisica y fotoquimica de uno de sus metabolitos
principales, el demoxepam.

En este contexto, se observaron diferencias en los espectros de absorcion del farmaco y del
metabolito. El farmaco absorbe hasta longitudes de onda mayores en el UVA. Por otra parte, la
fluorescencia de los dos compuestos result6 ser practicamente nula. Respecto a la fotoreactividad en
disolucion (en PBS, cloroformo y acetonitrilo) se observo la degradacion del compuesto, dando lugar
a fotoproducto(s) cuya estructura quimica est& por determinar. La evolucion de las irradiaciones se
monitorizd por espectroscopia de absorcion, fluorescencia y RMN-1H.

Respecto a los ensayos en medio celular, se realizd un ensayo de viabilidad celular de
captacién del rojo neutro (NRU) para evaluar la posible fototoxicidad del farmaco. Asi, el factor de
fotoirritacion calculado indico el alto potencial fototoxico de este farmaco.

Teniendo en cuenta estos resultados, se procedio a investigar si CDZ y DEM pueden dar lugar
a fotoalergia, usando como sistemas modelo albimina sérica humana y CDZ o DEM. En primer
lugar, se estudié la posible formacion de complejos intermoleculares entre la proteina y el sustrato
mediante espectroscopia de absorcion UV-Vis y fluorescencia. No se observaron interacciones
significativas en los espectros de absorcion, pero si en los de fluorescencia. Posteriormente se
irradiaron las mezclas ASH-CDZ y ASH-DEM. Para CDZ, se observoé ligera fotodegradacion pero
no fotounion covalente. Para el metabolito, podria estar ocurriendo fotodegradacion y también union
covalente, aunque para ambos sustratos se trata de resultados preliminares que deberian ser
confirmados con experimentos adicionales.

Palabras Clave: Clordiazepdxido; demoxepam; fototoxicidad, fotoestabilidad;



Estudi fotoquimic i fotofisic de I’ansiolitic clordiazepoxid i el seu metabolit demoxepam.

ABSTRACT

Chlordiazepoxide is a drug that belongs to benzodiazepines family. It is used to treat problems
associated with anxiety. The biotransformation of drugs is associated with a better clearance from
the body and generally it makes them less toxic. However, for some drugs there is evidence of the
generation of reactive metabolites during the biotransformation process; thus, in some cases, the
metabolites are more toxic than the parent drug.

In the present work, chlordiazepoxide has been extracted from commercially available tablets
of anxiolytic Huberplex. Its photophysical, photochemical and photobiological properties have been
studied, in order to obtain information about a possible photosensitization due to this drug. In
addition, a photophysical and photochemical characterization of one of its main metabolites,
demoxepam, has been carried out.

In this context, differences were observed in the absorption spectra of the drug and the
metabolite. The absorption spectrum of the drug reaches longer wavelengths in the UVA region. On
the other hand, the fluorescence of the two compounds is negligible. Concerning the photoreactivity
in solution (in PBS, chloroform and acetonitrile), degradation of the compound was observed, giving
rise to photoproduct(s) whose chemical structure remains still undetermined. The evolution of the
irradiations was monitored by absorption spectroscopy, fluorescence and 1H-NMR.

Regarding the assays in cellular medium, the neutral red uptake cell viability test (NRU) was
carried out to evaluate the possible phototoxicity of the drug. Thus, the calculated photoirritation
factor indicated a high phototoxic potential for this drug.

Taking into account these results, we proceeded to investigate whether CDZ and DEM can
lead to photoallergy, using CDZ or DEM and human serum albumin as model protein. First, the
possible formation of intermolecular complexes between the protein and the substrates was studied
using UV-Vis absorption spectroscopy and fluorescence techniques. No significant interactions were
detected in the absorption spectra, but they were observed in the fluorescence spectra. Then, the
ASH-CDZ and ASH-DEM mixtures were irradiated. For CDZ, low photodegradation and non-
covalent photobinding were observed. For the metabolite, photodegradation and covalent
photobinding could be occurring, although for both substrates, these are preliminary results that shuld
be confirmed with additional experiments.

Keywords: Chlordiazepoxide; demoxepam; phototoxicity, photostability;
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1. OBJECTIUS

El present Treball de Fi de Master s’ha desenvolupat en el Departament de Quimica de la
Universitat Politecnica de Valencia (UPV) i, en col-laboracié amb la Unitat mixta d’investigacio IIS
UPV-La Fe de I’Hospital Universitari i Politécnic La Fe de Valencia. Aquest treball té per objectiu
principal investigar la possible fototoxicitat del farmac clordiazepoxid, aixi com comparar el
comportament del metabolit (demoxepam, DEM) amb el farmac principal. Per a aix0, s’assoliran les
segients pautes:

- Realitzar un estudi fotofisic mitjancant espectroscopies d’absorcié UV-Vis i fluorescéncia
del CDZ i del DEM.

- Analitzar la fotoestabilitat del farmac i del seu metabdlit.
- Avaluar la fototoxicitat mitjangant un assaig Neutral Red Uptake (NRU).

- Estudiar la interaccié del CDZ i del DEM amb la proteina transportadora albdmina sérica
humana (ASH).

- Investigar la possible fotounié de CDZ i DEM amb I’albdmina sérica humana.

Els objectius academics que es pretén aconseguir al realitzar aquest projecte sén els seglients:

- Realitzar un projecte individual en I’ambit de la Enginyeria Quimica en el qual es puguen
aplicar els coneixements apresos durant la formacié académica, tant en el grau d’enginyeria
quimica com en el master d’enginyeria quimica.

- Ampliar els coneixements adquirits fins al moment en 1’ambit de la quimica i la biologia
mitjancant el desenvolupament del projecte.

- Millorar la capacitat de recerca d’informacio, d’analisi de dades i de sintesi d’informacio
amb 1’ajuda de ferramentes de recerca bibliografica avancada i de tractament de dades.
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2. JUSTIFICACIO

En les ultimes decades, els esforgos realitzats en 1’ambit de la medicina han permés coneixer
I’origen i la causa de moltes malalties, aixi com poder desenvolupar tractaments adequats per a
prevenir i tractar dites malalties i diversos farmacs que permeten la curacié o millora d’aquestes.
Aquest fet és possible gracies a gaudir d’una societat industrialitzada amb un mercat globalitzat.

Segons estudis d’ambit internacional, els psicofarmacs sén un dels grups farmacologics més
prescrits en la majoria de paisos desenvolupats, destacant a Espanya un augment considerable i
sostingut des dels anys noranta. En I'enquesta realitzada per I'observatori de drogues i addiccions per
al pla nacional en relacié amb I’alcohol i drogues, s'estima que I'evolucid de la prevalenga del consum
d'hipnosedants, amb recepta o sense, alguna vegada en la vida va ser en 2013, 2015 i 2017 de 22,2%,
18°7% i el 20°8% respectivament (Toral et al., 2019).

Un informe de la Societat Espanyola de Salut Publica i Administracié Sanitaria de 2014 fa
referéncia al canvi en la utilitzacié dels psicofarmacs amb un augment progressiu, especialment
d'ansiolitics i antidepressius. Aquests farmacs constitueixen a l'inici del segle XXI, el tercer grup
terapeutic més utilitzat a Espanya, després dels analgésics i els antiinflamatoris, sent un 37% superior
a la mitjana europea (Toral et al., 2019).

Es conegut que els ansiolitics son farmacs que, consumits de manera cronica, produeixen
tolerancia i dependéncia. Alguns estudis els relacionen amb el risc de fractures de maluc, accidents
automobilistics, i deterioracié de la memoria. Les benzodiazepines i els hipnotics sén farmacs que
s'usen per a tractar I'insomni, I'ansietat i com a coadjuvant en alguns tipus de dolor cronic. No obstant
aixo, en les guies de practica clinica de maneig d'ansietat i dolor no sén recomanacions de primera
opcio (Toral et al., 2019).

En tot cas son farmacs que, d'utilitzar-se, l'indicat s6n periodes curts de dos a quatre setmanes
en fase aguda o com a coadjuvant de tractaments per a problemes de salut mental greus. Es tracta
d'una mesura d'Us racional de recursos terapéutics per a evitar intervencions inadequades o amb risc
potencial per als pacients (Toral et al., 2019).

Segons I’ultima actualitzacio de la Base de Dades Cliniques d’ Atenci6 Primaria (BDCAP) del
Ministeri de Sanitat el 64.5% DHD (Dosi Diaria Definida per 1000 habitants i dia) de medicaments
consumits en Espanya durant el 2017 foren ansiolitics. Aquest grup de medicaments és el segon més
utilitzat dins dels psicofarmacs, al qual el precedeixen els antidepressius (98’8 DHD) i en tercer lloc
es trobarien els hipnotics i sedants (42°2 DHD) (AEMPS, 2014).

Aquestes dades fan referéncia a la poblacié de quaranta anys o superior destacant que el
consum és el doble en dones que en homes aixi com hi ha un augment de DHD en persones amb un
nivell de renda més baix respecte d’altres amb major nivell de renda (AEMPS, 2014).

Com que el clordiazepoxid i els seus metabolits pertanyen al grup de les benzodiazepines i,
aquestes sén medicaments de caracter ansiolitic, s'analitzara I'evolucié del consum dels mateixos en
els dltims anys. La quantitat de Dosi Diaria Definida (DDD) en mg d’ansiolitics més consumits en
2017 en Espanya segons el Ministeri de Salut Mental és la que s’observa a continuaci6 (AEMPS,
2014).
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Taula 1: DDD en mg d'ansiolitics consumits en Espanya durant el 2017.

Font: Félix Miguel Garcia, Maria Cruz Calvo Reyes, I. R. C. (2020, diciembre). Salud mental en datos: prevalencia de
los problemas de salud y consumo de psicofarmacos y farmacos relacionados a partir de los registros clinicos de
atencién primaria. BDCAP-Series 2. BDCAP-Serie 2, 76.
https://www.mscbs.gob.es/estadEstudios/estadisticas/estadisticas/estMinisterio/SIAP/Salud_mental_datos.pdf

NO5BA- Derivats de la benzodiazepina

NO5BAO1 - Diazepam 10
NO5BAOQ2 - Clordiazepoxid 30
NO5BAO05 - Clorazepat dipotassic 20
NO5BAO06 - Lorazepam 2,5
NO5BAOQ8 - Bromazepam 10
NO5BAO09 - Clobazam 20
NO5BA10 - Ketazolam 30
NO5BA12 - Alprazolam 1
NO5BA13 - Halazepam 100
NO5BA14 - Pinazepam 20
NO5BA21 - Clotiazepam 10
NO5BA24 - Bentazepam 75
NO5BA51 - Diazepam, combinacions 10
NO5BB- Derivats del difenilmeta

NO5BBO01 - Hidroxizina 75

L’evolucio6 del consum d’ansiolitics principals des del 2000 fins a 1’actualitat en funcié de la
Dosi Diaria Definida per 1000 habitants i dia és la que s’observa en la Grafica 1.
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Grafica 1: Evolucié temporal del consum d'ansiolitics en Espanya des de I'any 2000 fins al 2020.
Font: AEMPS. (2021). Utilizacion de medicamentos ansioliticos e hipnéticos en Espafia @ www.aemps.gob.es. Agencia

Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios. https://www.aemps.gob.es/medicamentos-de-uso-
humano/observatorio-de-uso-de-medicamentos/informes-ansioliticos-hipnoticos/
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S’observa com els unics farmacs amb un consum rellevant son el lorazepam, alprazolam,
diazepam, clorazepat dipotassic i bromazepam, de major a menor consum respectivament.

2.1 HISTORIC DE PUBLICACIONS RELACIONADES AMB EL
CLORDIAZEPOXID

Segons la base de dades bibliografiques de resums i cites d’articles de revistes cientifiques
Scopus de I’empresa Elsevier, el clordiazepoxid apareix en un total de 28004 documents des de I’any
1952 fins a ’actualitat, 2021.

Aquests articles es classifiquen segons I’area d’investigacio pertinent del dit article o revista
sent les arees més comunes de publicacié la medicina; farmacologia; neurociéncia; bioguimica,
genetica i biologia molecular; psicologia; quimica; ciéncies agricoles i bioldgiques; ciencies
mediambientals; arts i humanitats; enginyeria quimica; fisica i anatomia o ciéncies dels materials.
Els documents publicats en aquesta base de dades sobre el CDZ o que contenen aquest en els seus
estudis es classifiquen segons les segiients arees d’interés.

Other (4.3%) \

Chemical Engine... (0.8%)

Arts and Humani... (1.1%)

-~ Medicine (29.3%)
Environmental S... (1.19%)

Agricultural an... (1.2%)
Chemistry (3.3%)
Psychology (4.9%) /

s

Biochemistry, G... (12.7%) -

e
Neuroscience (17.3%) ~
Pharmacology, T... (23.8%)

Grafica 2: Arees principals en les que es troben publicats els 28004 documents sobre el CDZ.

Font: Scopus. (n.d.). Scopus - Analyze searc results|Chlordiazepoxide. Elsevier.
https://www.scopus.com/term/analyzer.uri?sid=c3844d9cc3c689970c5a63c0e9825b58&origin=resultslist&src=s&s=Ch
lordiazepoxide&sort=plf-
f&sdt=a&sot=a&sl=16&count=28004 &analyzeResults=Analyze+results&txGid=89ce421680880d03dae414e2b4c7128
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Per ultim, s'observa I'evoluci6 del nombre de publicacions anuals sobre el CDZ arreu del
moén des del primer article publicat en 1952 fins al Gltim, pertinent a I’any actual, 2021.


https://www.scopus.com/term/analyzer.uri?sid=c3844d9cc3c689970c5a63c0e9825b58&origin=resultslist&src=s&s=Chlordiazepoxide&sort=plf-f&sdt=a&sot=a&sl=16&count=28004&analyzeResults=Analyze+results&txGid=89ce421680880d03dae414e2b4c71288
https://www.scopus.com/term/analyzer.uri?sid=c3844d9cc3c689970c5a63c0e9825b58&origin=resultslist&src=s&s=Chlordiazepoxide&sort=plf-f&sdt=a&sot=a&sl=16&count=28004&analyzeResults=Analyze+results&txGid=89ce421680880d03dae414e2b4c71288
https://www.scopus.com/term/analyzer.uri?sid=c3844d9cc3c689970c5a63c0e9825b58&origin=resultslist&src=s&s=Chlordiazepoxide&sort=plf-f&sdt=a&sot=a&sl=16&count=28004&analyzeResults=Analyze+results&txGid=89ce421680880d03dae414e2b4c71288
https://www.scopus.com/term/analyzer.uri?sid=c3844d9cc3c689970c5a63c0e9825b58&origin=resultslist&src=s&s=Chlordiazepoxide&sort=plf-f&sdt=a&sot=a&sl=16&count=28004&analyzeResults=Analyze+results&txGid=89ce421680880d03dae414e2b4c71288
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Grafica 3: Evoluci6 del nombre de publicacions anuals sobre investigacions que impliquen el CDZ com a farmac
d'estudi.

Font: Scopus. (n.d.). Scopus - Analyze searc results|Chlordiazepoxide. Elsevier.
https://www.scopus.com/term/analyzer.uri?sid=c3844d9cc3c689970c5a63c0e9825b58 &origin=resultslist&src=s&s=Ch
lordiazepoxide&sort=plf-
f&sdt=a&sot=a&sl=16&count=28004&analyzeResults=Analyze+results&txGid=89ce421680880d03dae414e2b4c7128
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En la Grafica 3 s’observa una primera crescuda important d’estudis basats en el CDZ a partir
de I’any 1960 fins al 1964 perque no fou fins al 1958 quan es patenta aquest medicament. Des del
1964 fins al 1970 la pendent ascendent de documents publicats a I’any és minuscula, ja que es passa
d’uns 200 documents/any en 1964 fins a 250 documents/any en 1970. En els anys setanta, s’observa
gue aquest farmac es prescriu rapidament com a principal medicament per combatre 1’ansietat. Per
tant, la publicacié d’investigacions a partir d’aquest periode van en augment fins als anys noranta.
El descens del nombre d’articles a partir dels anys noranta coincideix amb la disminuci6 de la
prescripcid d’aquests a causa que es demostra que el farmac és fotosensible.


https://www.scopus.com/term/analyzer.uri?sid=c3844d9cc3c689970c5a63c0e9825b58&origin=resultslist&src=s&s=Chlordiazepoxide&sort=plf-f&sdt=a&sot=a&sl=16&count=28004&analyzeResults=Analyze+results&txGid=89ce421680880d03dae414e2b4c71288
https://www.scopus.com/term/analyzer.uri?sid=c3844d9cc3c689970c5a63c0e9825b58&origin=resultslist&src=s&s=Chlordiazepoxide&sort=plf-f&sdt=a&sot=a&sl=16&count=28004&analyzeResults=Analyze+results&txGid=89ce421680880d03dae414e2b4c71288
https://www.scopus.com/term/analyzer.uri?sid=c3844d9cc3c689970c5a63c0e9825b58&origin=resultslist&src=s&s=Chlordiazepoxide&sort=plf-f&sdt=a&sot=a&sl=16&count=28004&analyzeResults=Analyze+results&txGid=89ce421680880d03dae414e2b4c71288
https://www.scopus.com/term/analyzer.uri?sid=c3844d9cc3c689970c5a63c0e9825b58&origin=resultslist&src=s&s=Chlordiazepoxide&sort=plf-f&sdt=a&sot=a&sl=16&count=28004&analyzeResults=Analyze+results&txGid=89ce421680880d03dae414e2b4c71288
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3. INTRODUCCIO

3.1 BENZODIAZEPINES

En 1988 Evans i els seus col-laboradors van difondre que les benzodiazepines eren
“estructures privilegiades”, entenent-Se com a tals els fragments moleculars singulars capagos de
subministrar lligands per a diferents receptors demostrant-se, ja que en funcio del tipus de receptor,
que per a un mateix nucli estructural presenten un comportament diferent (Legarén, 2010).

Per tot aco, les 1,4-benzodiazepines constitueixen 1’esquelet basic d’un gran nombre de
compostos biolagics actius. Aleshores, en funcié de les modificacions estructurals que sofrisca
I’estructura quimica, afavoriran més o menys al desenvolupament de moltes i diverses activitats des
de I’ambit agricola fins a la medicina especialitzada (Legarén, 2010).

La primera vegada que es van preparar, aillar i caracteritzar aquest tipus de molécules va ser
en els anys cinquanta en el laboratori de Leo Sternbach, lloc en qué es descobriren les mateixes de
forma causal durant I’estudi de les benzoheptoxidiazines com a agent tranquil-litzant (Legarén,
2010), tal com s’observa en la Figura 1.

H O R,
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x:;"ihi:(NH? . ﬁir-\ﬁ: H xR‘I -H'I":.-r:h""'/ {D
Y20 Y= ~=NOH YA N
Rz R: R,

Figura 1: Sintesi de benzoheptoxidiazines dissenyada en el laboratori Sternbach.

Font: Legerén Molina, M. L. (2010). Sintesis y evaluacion bioldgica de nuevas benzodiazepinas. Universidad de
Santiago de Compostela, Servicio de Publicaciones e Intercambio Cientifico. http://hdl.handle.net/10347/2839

Dissenyant la sintesi d’aquest compost per tal d’aconseguir una extraccié expeditiva i eficag
s’observa que en compte d’obtenir les benzoheptoxidiazines s’obtingué el que posteriorment
s’anomenaria quinozolines (Figura 2). Per conseguent, el laboratori Sternbanch decidi reestructurar
la seva sintesi centrant-se en les quinozolines per la seva amplia activitat farmacologica (Legarén,
2010).

Figura 2: Estructura de la quinazolina obtinguda en el laboratori Sternbach.

Font: Legerén Molina, M. L. (2010). Sintesis y evaluacion bioldgica de nuevas benzodiazepinas. Universidad de
Santiago de Compostela, Servicio de Publicaciones e Intercambio Cientifico. http://hdl.handle.net/10347/2839

Partint de I’estructura de la Figura 2 i afegint metilamina per tal de substituir la posicio 2 de
la molécula i aconseguir una amina alcalina amb una elevada possibilitat de variacié en la cadena.
Sorprenentment, observaren que no es produia la substitucio de la posicid 2, sind que s’obtenia la
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benzodiazepina oxigenada coneguda comercialment com a clordiazepoxid (Legarén, 2010), tal com
s’observa en la Figura 3.

MNHCH,
T _;‘;,Cl‘-bm CHNH, |, o = *_}
i s =
o < +g o ] Nf)
A~ P
g (J

Figura 3: Obtencio de la primera benzodiazepina a partir d'una quinazolina.

Font: Legerén Molina, M. L. (2010). Sintesis y evaluacion bioldgica de nuevas benzodiazepinas. Universidad de
Santiago de Compostela, Servicio de Publicaciones e Intercambio Cientifico. http://hdl.handle.net/10347/2839

Atés de la benzodiazepina obtinguda, es realitzaren diversos estudis en relaci6 amb
I’estructura-activitat, aixi com la introducci6 de diverses variacions en el nucli basic del compost
amb la finalitat d’assolir una major quantitat d’analegs potencialment actius. Amb els resultats
obtinguts s’obtingueren les primeres 1,4-benzodiazepines que a poc a poc anaren introduint-se al
mercat farmaceutic actuant principalment com a principals ansiolitics, hipnotics i antiepileptics
(Legarén, 2010). Els primers exemples d’1,4-benzodiazepines s’observen en la Figura 4.
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Figura 4: Estructura de les primeres 1,4-benzodiazepines sintetitzades amb activitat farmacologica (amb el nom
comercial del farmac i I'any de llangament entre paréntesis).

Font: Legerén Molina, M. L. (2010). Sintesis y evaluacion bioldgica de nuevas benzodiazepinas. Universidad de
Santiago de Compostela, Servicio de Publicaciones e Intercambio Cientifico. http://hdl.handle.net/10347/2839

En 1960 les 1,4-benzodiazepines es van introduir en els processos clinics amb la introduccio
del CDZ fabricat en el laboratori Librum. Les substitucions als anells A (benzé que conté el clor com
a radical) i el C (fenil) van desenvolupar aplicacions patents que van tindre lloc en 1958, i les
conseglents investigacions cliniques i toxicologiques del component primari, el CDZ, va permetre
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introduir al mateix al mercat en 1960. Aquest considerable fet va permetre que en menys de tres anys
dels primers estudis farmacologics s’introduiria el medicament en el mercat (Ellis i Oeste, 1983).

El CDZ va ser la primera benzodiazepina a adquirir I’aprovacio de I’ Administracié d’ Aliments
i Medicaments per al seu Us com a anticonvulsiu, relaxant muscular, hipnotic i sedant. EI seu major
Us €s com a ansiolitic o en tractaments de sindrome d’abstinéncia d’alcohol (AWS) (Sarris i Limoges,
2019).

3.1.1 USOS DE LES BENZODIAZEPINES.

Les BDZ es poden utilitzar per a tractar diversos tipus de trastorns i dependéncies. Entre
aquests es troben els usos antiepiléptics, els ansiolitics, els hipnotics, els sedants, els d’abstinéncia
alcoholica, els de cuidats intensius, els de trastorns musculars, els de manies agudes, els d’usos
veterinaris i els no terapéutics.

1. Us antiepiléptic. Les benzodiazepines sén potents anticonvulsius i com a tal tenen propietats
que ajuden al maneig d’un quadre epiléptic. Les més comunes per a tractar aquest simptoma
son el diazepam i el lorazepam (Herrera et al., 2021).

2. Us ansiolitic. Aquestes BDZ son utilitzades per al control temporal de I’ansietat severa. Per
tant, s’administra per via oral comunament, a més a més, es pot utilitzar per via intravenosa
en un atac de panic sever. El farmac més comu és el clordiazepoxid (Herrera et al., 2021).

3. Us hipnotic. L’us hipnotic es deu als forts efectes sedatius, tanmateix, moltes vegades
s’utilitzen per a tractar problemes d’insomni. Si sén de llarga duracio, els efectes persisteixen
durant tot el dia, pero si s6n de duracié intermédia, els efectes no solen perdurar I’endema
de I’administraci6 del medicament. Si es prenen per un periode llarg de temps, poden crear
dependéncia i tolerancia a aquestes. Exemples son el nitrazepam, el temazepam o britizolam
(Herrera et al., 2021).

4. Us sedant. Aquestes solen administrar-se préviament a una cirurgia per a produir una
disminuci6 de I’ansietat i amneésia davant la situacid que genera la incomoditat per sotmetre’s
a una operacid. Un exemple d’aquest tipus és el lorazepam (Herrera et al., 2021).

5. Us en cuidats intensius. Es Gtil en la Unitat de Cuidats Intensius (UCI) en pacients que
reben ventilacio mecanica o presenten dolors aguts (Herrera et al., 2021).

6. Us en AWS. Les BDZ sén segures i efectives en aquests sindromes en el procés de
desintoxicacio de 1’alcohol i provocant que els principis d’abstinéncia desapareguen. EIs més
comuns son el clordiazepoxid i el diazepam (Herrera et al., 2021).

7. Us en trastorns musculars. Com que les benzodiazepines tenen propietats relaxants sobre
els musculs son aptes per al control d’espasmes musculars en el cas del tetan i altres com el
sindrome de les cames inquietes (Herrera et al., 2021).

8. Usen manies agudes. Els episodis maniacs formen part del trastorn de bipolaritat, aleshores,
les BDZ s6n utils per al control a curt termini de les manies agudes fins a assolir I’efecte
neuroléptic o del liti. Es efica¢ perqué produeix una rapida tranquil-litzacié de I’individu.
Els més utilitzats son el clonazepam i el lorazepam (Herrera et al., 2021).

9. Us veterinari. Les BDZ s’utilitzen en la practica veterinaria igual que en la humana. El
midazolam i el diazepam solen prescriure’s amb finalitat anestésica per a calmar ’ansietat i
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I’agitacio. Destacar que el diazepam també es prescriu per a tractar pors en els animals
(Herrera et al., 2021).

10. Us no terapéutic. Com que les BDZ utilitzen i abusen de 1’activacid de vies de gratificacio
dopaminérgiques del Sistema Nerviés Central (SNC), aleshores, qui abusa d’aquestes
desenvolupa un elevat grau de tolerancia, aixi com una elevacié de la dosi a nivells efimers.
Latolerancia i la dependéncia es crea rapidament en sotmetre’s durant tres setmanes seguides
al farmac. Si mes no, es poden desenvolupar complicacions com abscessos, cel-lulitis,
tromboflebitis, trombosi venosa profunda, hepatitis B i C, VIH o SIDA (Herreraetal., 2021).

3.1.2 FOTOSENSIBILITAT DE LES BDZ

La Organitzacio Mundial de la Salut (OMS) defineix una reacci6 adversa a un medicament
(RAM) com “una resposta a un farmac que és nociu i no intencionat, i que es produeix en les dosis
normalment utilitzades en I’ésser huma per a la profilaxis, el diagnostic o la terapia d’una malaltia,
o les modificacions de la fisioterapia.” La majoria de les RAM son predicibles, no immunologiques,
generalment dependents de la dosis i relacionades amb la farmacologia del farmac (Kowalska et al.,
2021).

La fotosensibilitat pertany al tipus més comu de reaccions farmacologiques adverses
relacionades amb la pell. Les reaccions cutanies degudes a la fotosensibilitat ocorren quan el
medicament, siga subministrat per via sistemica o per aplicacio topica, augmenten amb la sensibilitat
als rajos ultraviolats (UV) del Sol i altres fonts de llum (Kowalska et al., 2021), (Mominetal., 2021).

Perqué una erupcio cutania d’un medicament es considere fotosensible es deuen complir els
seguents criteris:

- Ocorre Unicament en el context de la radiacid (Blakely et al., 2019).

- El medicament o algun dels seus metabdlits deuen estar presents en la pell en el moment
de la radiaci6 (Blakely et al., 2019).

- El farmac i/o els seus metabdlits deuen poder absorbir la radiacié visible i la UV (Blakely
etal., 2019).

De forma general, la reaccié comenga a causa de canvis bioquimics que s’experimenten en els
teixits humans a causa d’un subministrament d’alguna substancia externa a consequéncia de
I’exposicié solar. Tenint en compte les causes i mecanismes, les reaccions fotoal-lergiques i
fototoxiques es diferencien entre la fotosensibilitat induida per farmacs (Kowalska et al., 2021),
(Momin et al., 2021).

Les reaccions fotoal-lérgiques son reaccions de fotosensibilitat mediada immunologicament i
s’aplica a les respostes d’hipersensibilitat retardada (mediada per cél-lules) i immediata (mediada
per humoral) a un agent fotosensibilitzant. Aquest tipus de reaccions, es diferéncies per complir cinc
caracteristiques (Kowalska et al., 2021).

a) No aparéixer en la primera exposicid al fotosensibilitzador.

b) Necessitat d’un periode d’incubacid per a la memoria immunologica després de la primera
exposicio.

c) Reaccions creuades entre farmacs molecularment semblants.
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d) El requisit indispensable d’una dosis baixa de farmac per a una reaccio.

e) Alteracié quimica del fotosensibilitzador i uni6 covalent amb un portador.

Aleshores, 1’esdeveniment clau en el mecanisme patologic de la fotoal-lérgia és la fotounid
del farmac o del seu metabolit a la proteina transportadora que condueix a la formacié d’un
fotoantigen complet (Kowalska et al., 2021).

Per una altra banda, les reaccions fototoxiques per farmacs son molt més freqlients que les
anteriors, aquestes no es regeixen pel sistema immunitari sind que representen com a resultat un dany
cel-lular directe per compostos fotoactivats mitjangcant una via no immunologica. Les caracteristiques
tipiques d’aquest tipus de reaccions son cinc (Kowalska et al., 2021).

a) Laseva aparici6 després de la primera exposici6 a un fotosensibilitzador.
b) La seva aparicié de minuts a hores després de I’exposicié a la llum solar.
¢) La necessitat d’una elevada concentracié de farmac.

d) Un efecte dependent de la dosis.

e) Absencia de reaccions creuades entre farmacs estructuralment semblants.

Les reaccions de fototoxicitat es poden dividir en reaccions depenents d’oxigen
(fotodinamiques) o independents d’oxigen (no fotodinamiques). El risc de reaccions fototoxiques i
fotoal-lérgiques fa referéncia a diversos centenars de farmacs antiinflamatoris no esteroides, farmacs
utilitzats en la farmacoterapia de malalties cardiovasculars, farmacs que actuen sobre el SNC,
antidiabetics i anticancerigens (Kowalska et al., 2021), (Blakely et al., 2019).
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Figura 5: Mecanismes de fotosensibilitat induida per farmacs (Ph: farmac fototoxic; ROS: espécies reactives d’oxigen).
Font: Kowalska, J., Rok, J., Rzepka, Z., & Wrzesniok, D. (2021). Drug-induced photosensitivity—from light and

chemistry to biological reactions and clinical symptoms. Pharmaceuticals, 14(8), 30.
https://doi.org/10.3390/ph14080723
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L’aparici6 de reaccions de fotosensibilitat induides per férmacs depenen de les propietats del
medicament com de la exposicio a la radiacié UV. Els farmacs fotosensibilitzants son compostos que
absorbeixen radiacio, la qual consta de tres components si prové del sol: llum ultraviolada (UV) (180-
380 nm), llum visible (380-700 nm) i rajos infrarojos (IR) (700 nm - 3 um). El percentatge de
cadascuna de les tres components és 6’8%, 38’9 % i 54’3 % respectivament. Tanmateix, la llum
ultraviolada es divideix en tres regions: UVC (180-280 nm), UVB (280-320 nm) i UVA (320-380
nm). D’aquestes sols arriben a la pell la UVB i la UVA en un 5% i un 95% respectivament, ja que la
UVC és la part més energética i s’absorbeix en la capa d’oz6 (Kowalska et al., 2021). En la Taula 2,
s’observen les fonts artificials de radiacions ultraviolades.

Taula 2: Fonts artificials de les radiacions ultraviolades.

Font: Kowalska, J., Rok, J., Rzepka, Z., & Wrzesniok, D. (2021). Drug-induced photosensitivity—from light and
chemistry to biological reactions and clinical symptoms. Pharmaceuticals, 14(8), 30.
https://doi.org/10.3390/ph14080723

Lampades germicides per a esterilitzacié i

desinfeccio e

Arcs de soldadura Espectre complet ultraviolat (UVA, UVB,

UVC)
Lampades halogenes d’halogenurs metal-lics Espectre complet ultraviolat (UVA, UVB,
i tungsté d’elevada poténcia UVvQC)
Lasers UV i diodes emissors de llum (LEDSs) UVA/UVB/UVC

Lampades solars, llits solars i llits

d’autobronzejat UVA + UVB

Lampades de fototerapia utilitzades per a

. O . UVA o UVA + UVB
afeccions mediques i dentals

Fotocurat UV UVA
Lampades UVA de “llum negra” UVA

Lampades UVA utilitzades per a inspeccions
de materials en la industria, verificacio de UVA
bitllets i com a trampes d’insectes

A més a més, els farmacs amb tendencia fotosensibilitzant solen distribuir-se en teixits
exposats a la llum, tindre un baix pes molecular (entre 300 Da i 500 Da) i configuracions planes
poliaromatiques o policicligues amb halogens i heteroatoms. Generalment, els farmacs
fotosensibilitzants absorbeixen en un rang delimitat de radiacié electromagnética que inclou la llum
visible i la ultraviolada i presenten un coeficient d’extincié molar (MEC) superior a 1000 L-mol
L.cm*.Molts, contenen una resta aromatica clorada que els permet la dissociacié de 1’atom de clor de
I’estructura aromatica quan es desenvolupa la radiacié6 UV, per aquest motiu es formen radicals
lliures que poden reaccionar amb lipids, proteines 1 amb 1’ADN. Aquesta caracteristica es troba
present en les benzodiazepines amb tendéncia a la fotosensibilitat (Kowalska et al., 2021), (Momin
etal., 2021).

Les benzodiazepines, en general, no solen diagnosticar-se com a causa potencial de la
fotosensibilitat. Tanmateix, en molts estudis s’ha demostrat que 1’alprazolam, tetrazepam, clorazepat,
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clobazam i el clordiazepoxid sén cinc excepcions de benzodiazepines que causen reaccions
fototoxiques en exposar-se a la llum. Destaca el fet que tots els farmacs fotosensibles son lipofilics,
és a dir, que permeten la seva acumulacid en la pell i, conseqiientment, que s’absorbisca la radiacid
UV o visible (Momin et al., 2021).

3.1.3 MECANISME D’ACTUACIO DE LES BDZ

L’activitat de les BDZ es deu principalment a la interaccié d’aquestes amb una gran varietat
de receptors instal-lats en el cos huma, a més a més, influeix la modulacid al-lostérica que exerceixen
les BDZ amb els neurotransmissors implicats en nombrosos processos com ara la serotonina, la
dopamina, 1’acetilcolina o el AMP ciclic entre altres (Legarén, 2010).

Aixi i tot, destaca la interaccio de les BDZ amb els receptors del sistema GABA (acid gamma-
amino butiric), és a dir, de receptors fisiologics. Aco es deu al fet que 1’accié molecular de les BDZ
es basa en fixar-se de forma especifica en un lloc concret del complex molecular en el receptor
GABA, de manera que es produeix una modulacié al-lostérica en el complex (Legarén, 2010).

El GABA és el neurotransmissor inhibidor més important del SNC i es localitza en gran part
d’aquest. L’estructura del mateix s’observa en la Figura 6:

o]

F‘ZN \//\\\.”i\m

Figura 6: Estructura del neurotransmisor GABA.

Font: Legerén Molina, M. L. (2010). Sintesis y evaluacion biolégica de nuevas benzodiazepinas. Universidade de
Santiago de Compostela, Servizo de Publicacions e Intercambio Cientifico. http://hdl.handle.net/10347/2839

Aguest neurotransmissor es caracteritza per estar format per tres tipus de receptors diferents
(Legarén, 2010):

- GABAA que es caracteritza per la implicacio del mateix en tots els processos relacionats amb
la neuroquimica de 1’ansietat.

- GABAg que es caracteritza per estar relacionat amb la modulacié de diversos trastorns
motors.

-  GABACc que es caracteritza per contenir una implicacié funcional desconeguda fins al
moment.

Com que el més interessant des del punt de vista del CDZ és el GABAA cal profunditzar amb
aquest. Es tracta d’un receptor associat a canals ionics i que es caracteritza per ser una proteina
pentamérica transmembranal amb cinc subunitats que formen un canal ionic permeable als ions
clorur (Legarén, 2010).

Quan els ions clorurs penetren el canal poden produir variacions en la polaritzacid i en la
transmissio de 1’impuls nervids. Puig que a banda del poder de permeabilitat de ions clorur contenen
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llocs de fixacio de moduladors al-lostérics, s’afavorira 1’obertura del canal a 1’unir en aquests les

BDZ (Legarén, 2010).

GABA

neurosteroids

Figura 7: Complex receptor GABAa-BDZ-ions Cl-. S'observen les cinc subunitats i alguns Iligands que tenen afinitat

amb el complex.

Font: Legerén Molina, M. L. (2010). Sintesis y evaluacion biolégica de nuevas benzodiazepinas. Universidade de
Santiago de Compostela, Servizo de Publicaciéns e Intercambio Cientifico. http://hdl.handle.net/10347/2839

Aquest tipus de receptors, tal com s’observa en la Figura 7, estan formats per tres tipus de
subunitats, dues a, dues p i una y. A la vegada, aquestes subunitats poden tindre diversos tipus de
subunitats sent la combinacié més abundant aa, B2 i y2 perque es caracteritza per la seva afinitat amb

les BDZ.

3.1.4 CLASSIFICACIO DE LES BDZ

Les benzodiazepines es poden classificar segons el temps de vida Util de les mateixes en BDZ
d’acci6 curta, BDZ d’acci6 intermédia i BDZ d’acci6 llarga. El temps de vida d’un farmac s’entén
com el temps que un producte farmaceutic es deu mantenir estable, és a dir, mantenint més de 90 %
del seu potencial inicial en condicions d’emmagatzemament correctes (LOpez, 2011).

Taula 3: Principals benzodiazepines ansiolitiques segons la vida mitjana.

Font: Legaria, M. G. F. de. (2008). Ansioliticos e hipnéticos. Profesor Manuel Gurpegui - Catedratico y Director Del
Departamento de Psiquiatria de La Universidad de Granada. https://manuelgurpegui.es/ansioliticos-e-hipnoticos-clases-

ansioliticos/

Equivalente
Nombre farmacoldgico MNombre comercial ~ de 5 mg/dia de

diazepam
De accion corta (menos de 12 horas)
Oxacepam Adumbran, Psigiwas 15
Lorazepam Idalpremn, Orfidal 1
Alprazolam Trankimazin 0,5
Bentazepam Tiadipona 12,5
De accion intermedia (e 12 a 23 horas)
Clordiazepdxido Librium 15
Clotiazepam Distensan 5
Clonazepam Rivotril 0.5
Tetrazepam Myolastan
Bromazepam Lexatin a3
Alprazolam de liberacion retardada  Trankimazin Retard 05
De accion larga (24 horas o mas)
Diazepam Valiurm, Diacepan 5
Clorazepato dipotasico Tranxilium, Dorken 10
Ketazolam Marcen, Sedotime 15

Clobazam Clarmyl, Noiafren 10

510
15-30
30
10-20

Dosis tipica  Efecto principal

P

A 15
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Les d’acci6 curta o vida curta es caracteritzen per romandre poc de temps en 1’organisme
(menys de 12 hores), puix que no seran utils per a tractar trastorns d’ansietat prolongats en el temps.
Nogensmenys, tenen la capacitat d’actuar rapidament pel que seran aptes per a combatre 1’aparicio
de simptomes ansiosos com I’ansietat o les dificultats per a agafar el son. En conjunt, aquests farmacs
solen provar un nivell d’efectes secundaris elevat (Mimenza, 2018).

Les d’acci6 intermeédia o de vida intermédia es caracteritzen per actuar de forma prematura
perd menys rapid que les de vida curta i durant un periode més extens que aquestes. La seva duracio
sol ser de 12 a 24 hores en I’interior de I’organisme (Mimenza, 2018).

Les d’accio llarga o vida llarga son aquelles que romanen en I’organisme durant més de 24
hores i el seu efecte no s’observa fins un temps després a ’administracié de la dosi. Per consegiient,
romandre molt de temps en 1’organisme pot desenvolupar 1’acumulacié dels efectes de la dosi del
farmac fent que I’organisme experimente efectes sedants no desitjables. Si més no, sén utils en el
tractament de trastorns d’ansietat (Mimenza, 2018).

3.15 1,4-BENZODIAZEPINES

Les benzodiazepines son el grup de medicaments més utilitzat a causa de la baixa toxicitat i
elevada eficacia que presenten. Aquests composts es caracteritzen per comptar amb una estructura
basada en un anell benzenic (A) fusionat en un compost de 7 eslavons contenint dos nitrogens (B),
tal com s’observa en la Figura 8. La posicio relativa entre aquests nitrogens determinara el tipus de
benzodiazepines; en el cas del CDZ aquests anells es disposen en la posicio 1 i 4 de I’anell B,
aleshores es tractara d’una 1,4-benzodiazepina (Legarén, 2010).

4 'H
Figura 8: Estructura basica d'una 1,4-benzodiazepina.

Font: Legerén Molina, M. L. (2010). Sintesis y evaluacion bioldgica de nuevas benzodiazepinas. Universidad de Santiago
de Compostela, Servicio de Publicaciones e Intercambio Cientifico. http://hdl.handle.net/10347/2839

Convé ressaltar, que aquet tipus de benzodiazepines no es poden deixar d’administrar de forma
brusca per culpa del fet que poden presentar el doble de possibilitats de reaparicié dels sindromes
tractats després del seu s (Nahum, 2020).

3.2 CLORDIAZEPOXID

El clordiazepoxid és un medicament que pertany al grup de les benzodiazepines i s’utilitza
principalment com a hipnotitzant o tranquil-litzant. Inicialment el CDZ s’anomenava
metamindiazepoxid i es comercialitza baix el nom de Klopoxid, Libritabs, Librium, Mesural,
Multum, Novapam, Risolid, Silibrin, Sonimen, Tropium i Zetran. Com ja s’ha anomenat
anteriorment, va ser patentada en 1958 i aprovat el seu Us en els Estats Units en 1960. Sol trobar-se
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en forma de pindola de 5, 10 0 25 mg i se subministra de forma oral entre 1 i 4 dosis diaries
(Corneliessen et al., 1980).

El seu Us principal recau en el tractament de problemes d’ansietat pel fet que conté propietats
amneésiques, anticonvulsives, ansiolitiques, sedants i relaxants. Tanmateix, també s’utilitza per a
tractar problemes d’insomni, trastorns del panic i en individus amb sindrome d’abstinéncia alcohodlica
o abstinéncia als opiacis. Fins i tot, s’ha utilitzat per tractar problemes gastrointestinals procedents
de malalties com la de Crohn o la colitis ulcerosa (Corneliessen et al., 1980).

El mecanisme d’accio recau en actuar sobre el receptor GABA tipus A produint un efecte
inhibidor prolongat, de mode que es bloqueja 1’augment de I’activitat eléctrica anormal del cervell
que procedeix del tronc de I’encefal. Diversos estudis demostren que actua sobre el sistema limbic,
el qual podria explicar els efectes emocionals que té el medicament relacionats amb la disminucio de
la por i I’agressio (Corneliessen et al., 1980).

Aquest farmac esta destinat a utilitzar-se en periodes de temps curts, al voltant de quatre
setmanes puix que més temps implica possibles problemes de tolerancia i dependéncia, en persones
que es troben sotmeses a un nivell excessiu d’estres que dificulta poder desenvolupar una vida normal
(Herrera et al., 2021).

Per una altra banda, el CDZ presenta interaccié amb altres substancies com vitamines,
somnifers, alcohol, relaxants musculars, anticonceptius orals, etc, que poden causar un efecte
repressor sobre el SNC (Mimenza, 2018). Els efectes secundaris que poden aparéixer en subministrar
CDZ s6n els seguents:

Taula 4: Efectes secundaris de I'administracio de clordiazepoxid.

Font: Nahum Montagud Rubio. (2020). Clordiazepéxido: caracteristicas y efectos secundarios de este faArmaco.
Psicologia y Mente. https://psicologiaymente.com/psicofarmacologia/clordiazepoxido

Efectes secundaris Efectes secundaris .
. : Efectes secundaris severs
lleus intermedis
Somnoléncia Agitacio o excitacié motora = Caminar arrossegant els peus
Cansament Nerviosisme Trastorn de I’equilibri
Marejos Cefalea Confusions
Debilitat muscular Ataxia Tremolors
Boca seca Diplopia Febre
Molésties estomacals  Vertigen Problemes per a respirar i tragar
Diarrees Estrenyiment Urticaria
Trastorn de ’apetit  Problemes d’orina Ictericia en la pell i els ulls
Visi6 borrosa Ritme cardiac irregular
Canvis en el desig sexual Retraiment afectiu
Reduccio de I’estat d’alerta
Coma
Depressio

3.21 METABOLITS DEL CDZ

El CDZ té diversos metabolits farmacologicament actius. En primer lloc, es troba el
desmetilclordiazepoxid o norclordiazepoxid (DES-CDZ), no obstant aix0, aquest es pot metabolitzar
en demoxepam (DEM), desmetildiazepam o nordiazepam (DES-DZP) i en oxazepam (OZP). Quan
el farmac es subministra en dosis repetides es pot donar lloc a I’acumulacié d’aquest i dels seus
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metabolits i consequentment augmentar el risc de toxicitat (Pedersen et al., 2020). EI DEM pertany
al grup de metabolits de fase |.

Ara bé, unicament el DES-CDZ i el DEM son especifics del CDZ, en canvi, el DES-DZP i el
OZP s6n comuns en moltes benzodiazepines. Ben cert, un 1% de la dosi de CDZ s’excreta en 1’orina
sense sofrir cap canvi, aleshores, es podra detectar el DEM i el OZP conjugat facilment (Sarris i
Limoges, 2019).

La permanencia dels metabolits en la sang i en el plasma huma depen de quatre factors: en
primer lloc es troba el regim de dosificacio, a continuacid I’eficiéncia metabolica, en tercer lloc la
vida mitjana del CDZ i dels metabolits i, en Gltima instancia, el temps de recollida de la mostra (Sarris
i Limoges, 2019).

Destaca el fet que el DES-CDZ és facilment detectable en el plasma després d’administrar una
dosi de clordiazepoxid, tanmateix, el DEM no és detectable de forma consistent amb petites dosis de
CDZ. Pero a grans dosis la deteccié d’ambdos metabolits és efectiva (Sarris i Limoges, 2019).

Quan el CDZ i els seus dos metabolits principals es sotmeten a radiacions UV i elevades
longituds d’ona poden fotoisomeritzar-se en derivats d’oxaziridina com ara la oxaziridina del
clordiazepoxid (OX CDZ), la oxaziridina del demoxepam (OX DEM) i la oxaziridina del
desmetilclordiazepoxid (OX DES-CDZ). Aquest mecanisme d’acci0 es pot observar en la Figura 9.

O = N4-oxide function; = electrophilic epoxy group;

NH—CH,
al © @ = Metabolism =P

CDzZ DES-CDZ OX DES-CDZ

Metabolism

UV irradiation

UV irradiation

UV irradiation

OX CDZ DEM

Figura 9: Estructura del CDZ, dels seus metabolits (DES-CDZ i DEM) i els seus fotoproductes (OX CDZ, OX DEM i
OX DES-CDZ).

Font: Ouédraogo, M., Maesschalck, E. De, Soentjens-Werts, V., & Dubois, J. (2009). In vitro cytotoxicity study of
oxaziridines generated after chlordiazepoxide, demoxepam, and desmethylchlordiazepoxide UV irradiation. Drug
and Chemical Toxicology, 32(4), 417—-423. https://doi.org/10.1080/01480540903130666

Els derivats d’oxaziridina formats es troben implicats en efectes fototoxics que apareixen en
la pell dels éssers humans. Es important destacar que el N4-0xid caracteristic del CDZ i dels seus
metabolits es transforma en un grup epoxid electrofilic inestable en sotmetre aquests a radiacions
UV. Aquest grup epoxid es pot trencar facilment i és susceptible d’unir-se de forma irreversible a
biomacromolecules com ara la proteina plasmatica, o bé, per a oxidar diverses molecules essencials
com el glutatio (GSH) o altres compostos que continguen el grup SH (Ouédraogo et al., 2009).
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Després de subministrar una dosi de CDZ i exposar 1’organisme a rajos solars (UVA)
apareixen diversos danys en organs com la pell, el fetge o els ronyons els quals han sigut demostrats
en assajos amb rates, bacteris i llevats. Per tant, es pot suposar que les oxaziridines i els seus derivats
son agents citotoxics potencials als quals se’ls aplica radiaci6 UV a elevada longitud d’ona
(Ouédraogo et al., 2009).

En consequeéncia, la fototoxicitat es produeix si apareix un efecte biologic no desitjat després
d’una reacci6 fotoquimica. La molecula excitada a conseqiiéncia de 1’absorci6 de llum inicia aquest
procés fotoquimic, el qual, pot seguir tres vies diferents: la primera consisteix en la dissociacio del
farmac en radicals lliures 0 en una reacci6 d’isomeritzacid, la segona consisteix en una reaccié amb
una altra molecula i la tercera en un procés en qué el medicament transfereix energia a una altra
molecula per mitja de la qual el receptor assoleix un estat excitat (Corneliessen i Beijersbergen van
henegouwen, 1979).

Aquest procés s’observa en la Figura 10 on la lletra a representa el primer procés possible, la
b el segon i la c el tercer.

unwanted biological effect

reaction with

body compounds

nv b \ [\
unwanted

arug :? decomposition products ————————— biological
effoect
hv c C hv

energy transfer

to body compounds

unwanted biological effect
Figura 10: Possible procés a seguir en un sistema biologic iniciat per un farmac després d’absorbir energia de la lHum.

Font: P.J.G. CORNELISSEN, G. M. J. B. V. H. and K. W. G. (1979). Photochemical decomposition of 1,4-
benzodiazepines. Chlordiazepoxide. International Journal of Pharmaceutics., 3(4-5), 205-220.
https://doi.org/10.1016/0378-5173(79)9000-8

A més a més, amb aquesta molecula acceptadora procedent de la tercera via d’accid es pot
procedir a repetir el procés patit des de la molécula inicial. Els productes procedents de la primera
via poden desencadenar efectes biologics no desitjats a causa de les propietats fisiologiques no
desitjades provinents de reaccions amb components del cos huma. A més a més, a banda de provocar
efectes biologics també poden transferir Iliurement energia a altres molécules. Tanmateix, si es
segueix la segona via, es produiran efectes secundaris no desitjats (Corneliessen i Beijersbergen van
henegouwen, 1979).

La fototoxicitat provindra de la tercera via en la qual es produeixen els fotoproductes del
farmac o dels seus metabolits en irradiar-los amb [lum UV a elevades longituds d’ona. L’aparici6 de
la fototoxicitat es troba fortament relacionada amb la formacio del fotoproductes derivats de la
oxaziridina i la magnitud de I’efecte pot dependre de la reactivitat quimica d’aquestes. Com que els
metabolits del CDZ també presenten fototoxicitat, és d’elevada importancia tindre en consideracid
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aquest fet a I’hora d’utilitzar el clordiazepdxid amb un Us terapeutic d'extensio prolongada perqueé el
medicament i els metabolits es trobaran en concentracions rellevants i de forma constant en
I’organisme (Corneliessen et al., 180).

3.3 ALBUMINA SERICA

L’albumina sérica (AS) és una proteina sintetitzada que circula per la sang i es pot trobar en
diversos teixits del cos. A més a més, s’encarrega de mantenir la pressié osmotica de la sang i el pH.
L’estructura principal consta d’una unica cadena polipeptidica amb una massa molecular
aproximada de 67 kDa que conté nou logos dobles formats per un total de disset ponts disulfur que
envolten als residus de la cisteina adjacent. Aquesta proteina es compon de tres dominis homalegs
(1, 11, 1) enter els quals poden interaccionar substrats de diferent naturalesa, i cadascun d’ells es
troba format per dos subdominis (A i B) (Bueno, 2009), (Monje, 2014).

L’AS és un tipus de proteina transportadora que transporta substrats que interactuen en el
centre actiu de la mateixa per mitja del plasma. Els substrats que pot transportar sén de naturalesa
endogena (com ions inorganics, acids grassos, bilirubina, vitamines, hormones o enzims) o exdgena
(com esteroides o farmacs). A més a més, també transporta la a-glicoproteina acida que és la proteina
encarregada del transport de farmacs basics o neutres per 1’organisme (Bueno, 2009), (Arques, 2020).

Ben cert és, que forma complexos amb molécules poc solubles en medis aquosos de forma que
augmenta la diversitat de molécules que poden viatjar d’un extrem a 1’altre dins de 1’organisme. Al
mateix temps, el fet d’estar les molécules unides a la proteina fa que aquestes disminuisquen la seva
activitat biologica, la toxicitat, pero al mateix temps augmenta el temps de vida util pel fet d’estar
menys exposades i augmenta la protecci6 enfront de I’oxidacié (Bueno, 2009), (Monje, 2014).

Les cavitats que tenen les AS en 1’estructura globular estan formades per aminoacids lipofils
que permeten la introduccio i estabilitzacié de les molecules per forces d’uni6 Van der Waals i
d’interacci6 hidrofobica (Monje, 2014).

Les albtimines sériques poden ser de diversos tipus d’éssers vius com humans (ASH), porcs
(ASCe), rates (ASR), ovelles (ASB), conills (ASC) i gossos (ASP) entre altres. Les més utilitzades
en estudis farmacocinetics i farmacodinamics son I’ASH i I’ ASB per el baix cost i la facil adquisicio.
Molts estudis utilitzen aquestes proteines procedents dels diversos animals per 1’elevada semblanca
en la seqiiéncia d’aminoacids respecte a la dels humans (Bueno, 2009).

Malgrat aixo, molts farmacs i els seus metabolits presenten diferent unié a I’AS com ¢és el cas
de la bilirubina. Per conseguent, és necessari estendre estudis farmacocinétics i farmacodinamics a
alblimines d’altres espécies diferents de la humana (Bueno, 2009).

3.3.1 ALBUMINA SERICA HUMANA

L’ASH és la proteina més abundant en el plasma i es secreta en el fetge. Consisteix en una
cadena polipeptidica sense grups prostétics ni altres additius amb una massa molecular aproximada
de 66.5 kDa, i es troba en una concentraci6 aproximada de 35 a 52 g/L. Com que té una capacitat
d’unid al lligand significativa, es pot dir que és la proteina de transport de farmacs més important
(Ouédraogo et al., 2009), (Yasrebi et al., 2019), (AEMPS, 2012).

Al marge d’aixo, I’ASH es troba a la sang, en 1’exhalaci6 de certes superficies, en diversos
fluids cel-lulars com els teixits o els ulls i en molts altres fluids animals (Bueno, 2009).
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Les principals funcions de I’ASH son regular la pressié osmotica col-loidal de la sang i
transportar una amplia gamma de molécules de farmacs als seus objectius (Yasrebi et al., 2019),
(AEMPS, 2012).

La estructura principal consta d’una tinica cadena polipeptidica amb 585 aminoacids, entre els
quals es formen un total de disset ponts disulfur, existint un dnic tiol lliure (Cys-34) i un Unic triptofan
(Trp-214). Aquesta proteina es compon de tres dominis homolegs (I, 11, 111) enter els quals poden
interaccionar substrats de diferent naturalesa, i cadascun d’ells es troba format per dos subdominis
(A i B). Alhora, la cadena polipéptida es dobla formant una hélix de dimensions 80x80x30A amb
prop del 67% de la a-hélix, un 10% de la lamina-p i un 23% de cadena estesa (Ouédraogo et al.,
2009), (Bueno, 2009), (AEMPS, 2012).

Figura 11: 4) Estructura de I’Albimina Sérica Humana (ASH). B) Estructura de I’ASH unida a una molecula (groc).

Font: Monje Lopez, V. T. (2014). Proteinas como microrreactores en fotoquimica [Universidad Politécnica de
Valencia]. https://riunet.upv.es/handle/10251/40430

En la Figura 12 s’observen els dominis I, 1T i III de I’ASH i la ubicacié dels mateixos en
aquesta. Tanmateix, es poden observar els farmacs caracteristics que s’uneixen en cadascuna
d’aquestes regions de la proteina.

B
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Figura 12: Representaci6 dels dominis I, I1'i 11l de I’ASH.

Font: Bueno Alejo, C. J. (2009). Interaccion Farmaco-proteina en estados excitados [Universidad Politécnica de
Valencia]. Departamento de Quimica Instituto de Tecnologia Quimica. https://doi.org/10.4995/Thesis/10251/6565
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Quan s’irradia I’ASH a 295 nm absorbeix tots els aminoacids aromatics tot i que el triptofan
(TRP-214) com que té una energia d’emissioé més baixa absorbeix radiacions provinents dels altres.
Per aquest motiu, del TRP-214 sols es pot observar I’emissié del mateix. Per una altra banda, es
coneix que I’ASH actua com a portadora de diversos farmacs en el plasma, el coneixement del tipus
d’interaccio entre aquest i els diferents compostos €s molt important perqué ens proporciona
informacio sobre les formes en les quals els medicaments es poden transferir. La interaccid entre un
farmac i una proteina de transport com és I’ ASH és un factor clau en la biodisponibilitat dels farmacs.
Una de les técniques més emprades a I’hora d’avaluar la formacié del complex farmac-proteina és la
fluorescencia. Aquest procés consisteix a estudiar la interaccio de I’ASH amb diversos farmacs
mitjangant el seguiment de I’excitacio de la fluorescéncia quan es forma el complex farmac-albimina
(Bueno, 2009), (Monje, 2014), (AEMPS, 2012).

La sintesi d’ASH és hepatica i té una vida mitjana de disset dies. Els intercanvis de
compartiments intravasculars 1 intersticials son constants, i el 40% de les reserves totals d’albiimina
romanen en el sector intravascular. Aquesta sintesi s’estimula amb la disminucié de la pressio
col-loidal osmotica i la ingestio d’insulina i d’aminoacids. Els factors que dificulten la sintesi i
disminucié el seu rendiment son 1’elevada pressio osmotica, la desnutricid, la inflamacid, la diabetis,
les malalties hepatiques i la sépsia. L’ ASH es degrada en la pell, els ronyons, els masculs i el fetge.
El nivell fisiologic de I’ ASH es troba entre 3’5 1 5 g/dl encara gque segons 1’assaig aquest ombrall pot
variar. En general el nivell fisioldgic és més elevat en homes que en dones i disminueix
moderadament amb 1’edat (AEMPS, 2012).

Les principals propietats fisiologiques inclouen el transport de particules i farmacs endogens i
exogens, activitat antiinflamatoria, antioxidant, anticoagulant i antiagregant plaquetaria i un paper
important en els intercanvis de liquids entre els sectors intravasculars i intersticial. No obstant aixo,
I’ ASH també disminueix la expressio de I’ARN missatger i de la proteina de 1’0xid nitric sintasa II
del miocardi, la qual modula la producci6 d’acid nitric i la inflamacié del miocardi. Tanmateix, conté
el 80% dels tiols del plasma, els quals s’encarreguen d’eliminar les espécies reactives d’oxigen i
nitrogen (AEMPS, 2012).

En efecte, les AS, en general, posseeixen diversos dominis d’unié amb substrats, existint dos
llocs especifics d’unid o centre actiu caracteristics per a molécules organiques petites. En les ASH
aquests centres actius es coneixen com a lloc I (o lloc de les warfarines) i lloc I1 (o lloc del diazepam)
segons Sudlow en 1975. La diferéncia entre el lloc 1 i el 11 prové de la substituci6 de certs aminoacids
de caracter apolar per altres diferents perd de la mateixa polaritat. Destaca que en el lloc | les
interaccions predominants sén de tipus hidrofobic, a més, es pot suposar que és un lloc de dimensions
elevades, ja que molécules com la bilirubina es depositen en ell, i que és flexible. Per tant, 1’elevada
dimensio pot evitar problemes d’estereoselectivitat en la interaccié amb substrats. Si més no,
destaquen els aminoacids Trp-214 i la Arg-218 amb la interacci6 farmac-substrat. Pel que respecta
al lloc 11, aquest és menor quant a dimensions i flexibilitat respecte del lloc I. Aixi doncs, aquest
centre actiu presentara més problemes d’estercoselectivitat. En aquesta cavitat destaquen les
interaccions de tipus pont d’hidrogen i electroestatiques. Els aminoacids que desenvolupen un paper
important en el lloc 11 pel que fa a la interaccio farmac amb els 1ligands son 1’Arg-410 i el Tyr-411
(Monje, 2014).

3.4 FOTOQUIMICA | FOTOFISICA

La fotoquimica molecular és la ciéncia relacionada amb la descripcio fisica i quimica dels
processos que deriven de 1’absorcié de fotons, en termes d’un model mecanic concret basat en
estructures moleculars i amb les seves propietats implicites (Lara, 2005).

La part ‘foto’ representa la utilitzacié d’un foté com a iniciador d’una reaccié mentre que la
‘molecular’ fa referéncia a I’Us de la molécula com a unitat crucial per a parametritzar, sistematitzar
i visibilitzar processos fotoquimics a nivell microscopic (Lara, 2005).
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Aquest tipus de reaccions poden ocorrer a molt baixes temperatures i en totes les fases. Del
mateix mode, poden ser molt rapides del nivell de picosegons o nanosegons com és el cas de
processos fotofisics com la fluorescéncia o la conversio interna (Lara, 2005).

De forma general, les reaccions fotoquimiques s’inicien mitjangant radiacions ultraviolades
(UV) a una longitud d’ona entre 200 i 350 nm, o mitjangant llum visible a una longitud d’ona entre
3501400 nm. L’energia luminica no es distribueix a I’atzar dins de la molécula sin6 que s’absorbeix
selectivament per grups cromofors (grups que es caracteritzen per ser grups quimics no saturats amb
electrons en orbitals 7 0 n i s6n capagos d’excitar-se i absorbir energia com per exemple els grups —
C=C-, -C=0- 0 —N=N-) (Lara, 2005).

Per tot aco, es pot admetre que les reaccions fotoquimiques sén regio-selectives perqué
depenen de la naturalesa (encara que aquesta pot dependre de la longitud d’ona que s’utilitze per a
iniciar la reacci6) i la localitzacio dels grups cromofors en la molecula (Lara, 2005).

A continuacio, en la Figura 13 es presenta un esquema general dels processos fotoquimics i
fotofisics que es poden desenvolupar quan una molécula absorbeix Hum.
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|
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de disipacion
de energia
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Fotoquimicos Fotofisicos
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Figura 13: Esquema dels possibles processos fotoquimics i fotofisic a desenvolupar a partir de I’absorcié de llum en una
molécula..

Font: Lorente, C. (2003). Fotofisica y propiedades fotosensibilizadoras de pterinas en solucién acuosa [Universidad
Nacional de La Plata]. https://doi.org/10.29327/523696.1-1

Per conseglient, un procés fotoquimic no té una naturalesa fotofisica perque la molecula inicial
i la final no coincideix.
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3.4.1 MECANISME D’INETRACCIO DELS PROCESSOS
FOTOQUIMICS | FOTOFISICS

Quan un fot6 s’aproxima a una molécula es produeix una interaccio entre el camp eléctric
associat a la molécula i el camp eléctric associat a la radiacid. Per consegiient, la molécula absorbira
el foto, el qual deixara d’existir i transferira la seva energia a la molécula, cosa que es produira una
variaci6 en I’estructura electronica de dita molécula (Lara, 2005), (Lorente, 2003).

Un procés fotofisic és diferéncia d’un fotoquimic en qué el primer suposa tinicament un canvi
en I’estat quantic de la molécula sense produir cap modificacio en la seva naturalesa quimica, mentre
que el segon no té per qué implicar un canvi en I’estat quantic, perd sempre acaba en una especie
quimica definida i diferent a la molécula de partida (Lara, 2005), (Lorente, 2003).

Existeixen diverses vies de desexcitacio electronica, malgrat que la més favorable dependra
del tipus de molécula i de la naturalesa de 1’estat excitat. Aquestes vies solen ser molt rapides i es
classifiquen en tres categories (Lara, 2005), (Lorente, 2003):

1. Processos radioactius. Impliquen emissio electromagnética des de I’estat excitat per a
tornar a I’estat fonamental.

2. Processos no radioactius. L’estat excitat es transfereix a un altre estat de menor energia de
la mateixa molécula sense implicar cap emissio.

3. Processos de guenching. Procés de desexcitacié bimolecular o trimolecular que implica la
transferéncia d’energia de la molécula inicialment excitada a altres particules mitjangant
xocs inelastics.

Les emissions radioactives emeses per a passar d’un estat excitat a un fonamental impliquen
principalment dos transicions radioactives, per una banda, la fluorescéncia i, per [’altra, la

fosforescéncia (Lara, 2005), (Lorente, 2003).

En la fluorescéncia, la molécula (que es troba en I’estat excitat singlet) emet un foto i assoleix
I’estat fonamental. La fosforescéncia apareix quan I’espi de 1’estat que emet és diferent de 1’estat
inferior. Ara bé, la fosforescéncia pot ocorrer tot i que el més comu és que es desenvolupe una
transicié de menor intensitat i de forma lenta (Lara, 2005), (Lorente, 2003).

En la majoria de les molecules organiques 1’estat fonamental es representa pel simbol So.
L’estat excitat singlet és I’estat de menor energia dins dels estats excitats amb la mateixa multiplicitat
espin i es representa pel simbol Si. L’absorci6 de radiacié electronica promou 1’electr6 a un orbital
de major energia, quan no hi ha variaci6 de spin, I’estat electronic excitat assolit continua sent un
singlet, perd quan es produeix un canvi de spin, I’estat excitat assolit sera un triplet i es representara
per T; (Lorente, 2003).

» | o)
I T

Figura 14: A) Representacio d'un orbital en I'estat fonamental (So), B) Representacid d'un orbital en estat singlet excitat
(Si), C) Representacio d'un orbital en estat triplet excitat (Ti).

Font: Lara, I. G. (2005). Estudio AB initio de mecanismos de reaccion en sistemas moleculares fotosensibles
[Universitat Rovira i Virgili]. https://www.tdx.cat/handle/10803/9075#page=2
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Les desexcitacions pertinents a la segona categoria, processos no radioactius, impliquen la
conversid d’un estat quantic molecular en un altre sense emetre una radiacio. No obstant aixo, no
totes les radiacions que no emeten radiacio son no radioactives, pero s’utilitza aquest terme per a
definir transicions entre estats quantics d’una molécula a una altra sense necessitat de pertorbacions
externes (Lara, 2005).

Aleshores, en el diagrama de la Figura 15, aquestes radiacions es representen horitzontalment
1 representen conversions d’un estat a un altre sense canvis d’energia en la molécula, mentre que les
radioactives es representen de forma vertical i suposen canvis de I’energia total de la molecula a
causa de 1’absorci6 o emissi6é d’un fotd (Lara, 2005), (Lorente, 2003).

Igual que en les radiacions radioactives es pot diferenciar entre fluorescéncia i fosforescencia,
en les no radioactives es diferencia entre conversio interna (Cl) i encreuament intersistemes (CIS).
La Cl suposa la transferéncia de poblacid entre estat d’igual multiplicitat, mentre que la CIS implica
la transferéncia de poblacio entre estat de diferent multiplicitat (Lara, 2005), (Lorente, 2003).

Les transicions horitzontals entre estats, per Cl o CIS, deixen a la molécula amb un excés
d’energia vibracional. En solucidé, aquesta energia és rapidament retirada per col-lisions amb
molécules del dissolvent, en un procés conegut com a relaxacio vibracional (RV) (Lorente, 2003).

Conversion Interma

A kg + Relajacion

_+ - . Cruce entre
S ; Vibracional Sistemas
‘; l ...... }
g ‘ T
E Fluorescencia Fosforescencia
: !
-
Y
h
¥
S0

Figura 15: Diagrama de Jablonski: Descripcid esquematica dels diferents processos fotofisics que poden desenvolupar-
se després de I'excitacio inicial des de I'estat fonamental.

Font: Lara, I. G. (2005). Estudio AB initio de mecanismos de reaccion en sistemas moleculares fotosensibles
[Universitat Rovira i Virgili]. https://www.tdx.cat/handle/10803/9075#page=2

Els temps de duraci6 dels diferents processos que s’observen en la Figura 15 s’observa en la
Taula 5.

Taula 5: Temps de vida dels principals processos fotofisics.

Font: Limones Herrero, D. (2015). Fotoquimica de compuestos heteroaromaticos triciclicos en medios biomiméticos
[Universitat Politecnica de Valéncia.]. https://doi.org/10.4995

Procés fotofisic Temps de vida (5)

Absorcio (A) 101
Relaxaci6 vibracional (RV) 1012- 1010
Temps de vida de P’estat excitat S; 101°- 107
Conversi6 Interna (CI) 1011-10°
Creuament intersistemes (CIS) 101°- 103
Temps de vida de Destat excitat T; 107-10°
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El mecanisme d’actuacié de cada un dels fendomens que s’observen en el diagrama de
Jablonski, Figura 15, sén els presents en la Taula 6:

Taula 6: Mecanismes d'actuacio6 de cada procés fotofisic descrit en el diagrama de Jablonski.

Font: Limones Herrero, D. (2015). Fotoquimica de compuestos heteroaromaticos triciclicos en medios biomiméticos
[Universitat Politecnica de Valéncia.]. https://doi.org/10.4995

Procés Mecanisme

., Permeses: Sy + hv — S,
AZEBITE () No permeses: Sp + hv - T,

Fluorescencia (F) S1 =Sy +hv

Fosforescencia (P) T, » Sy + hv
Sn = S§q + calor

Conversio Interna (Cl) 0 bé,

T, = T; + calor

S; = T; + calor
Creuament intersistemes (CIS) 0 bé,

T, = Sy + calor

Pel que respecta als processos de quenching, aquests ocorren quan es troba una altra molecula
capac de reaccionar amb [’estat excitat, apareix un nou cami de desactivacié que competeix amb
I’emissio. Aquesta molécula es coneix com a quencher o desactivant (Q) (Lorente, 2003).

Destacar el fet que la transferéncia d’energia d’una molécula excitada a un Q es pot realitzar
des de I’estat excitat singlet o triplet. A més, per a que es desenvolupe un procés quenching és
condici6 indispensable que 1’energia de I’estat excitat de la molécula siga superior a ’energia de
’estat excitat del Q.

Una quantitat de moléecules excitades (M*) son capaces d’interaccionar amb un Q i desactivar-
se sense emetre radiacio. Aquest procés involucra la transferéncia d’energia d’una molécula excitada
a una altra mitjancant una col-lisio, de mode que la intensitat de radiacid es reduira. Al marge d’aixo,
la preséncia del Q augmenta la velocitat de decaiment de 1’emissio. Per tant, les mesures d’intensitat
de I’emissio i la dependéncia en el temps depenen de la velocitat de reaccio de M* i de Q (Lorente,
2003).

Els possibles processos que es poden desenvolupar en un procés fotoquimic molecular son els
seglents:

M+ —= M* excitacion
M* M+ ' emision
M¥*+Q — > M+Q* quenching

Procés 1: Possibles vies de desenvolupament d'un procés fotoquimic

Font: Lorente, C. (2003). Fotofisica y propiedades fotosensibilizadoras de pterinas en solucion acuosa [Universidad
Nacional de La Plata]. https://doi.org/10.29327/523696.1-1

A mode de recopilacio, podem trobar I’esquema present en la Figura 16, on es resumeixen els
possibles camins i vies a seguir per a desactivar molécules excitades.
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Figura 16: Possibles vies o camins a seguir per a desactivar una molécula excitada.

Font: Jiménez Jiménez, M. B. (2010). RECEPTORES FLUOROGENICOS COMO SENSORES PARA
DICARBOXILATOS [UNIVERSIDAD DE SALAMANCA]. https://doi.org/10.2307/j.ctvcb5d3q.7

3.5 AGENTS FOTOSENSIBILITZADORS

Es sap que la radiaci6 ultraviolada (UV) indueix diversos tipus d'efectes fotonics nocius, com
ara I’estrés oxidatiu , foto(geno)toxicitat, fotocarcinogénesis, fotoal-lérgia i inflamaci6 en la pell
humana i els teixits oculars. Les radiacions UV que arriben a la superficie terrestre son UVA (320-
400 nm) i UVB (290-320 nm), les quals sén components importants de la llum solar que arriben a la
superficie de la terra i desencadenen reaccions de fotosensibilitzacié que condueixen al mal cel-lular
(Quereshi et al., 2021).

Els UVB s6n més nocius que els UVA i poden provocar danys en I'ADN, principalment
formacio de dimers de pirimidina de ciclobuta (CPD), estrés oxidatiu, immunosupressié i inflamacid
aguda. La llum visible de la radiaci6 solar generar i provocar danys en I'ADN. En general, els
gueratindcits en la pell humana passen regularment per diferenciacio, proliferacid i apoptosi. La pell
sembla estar enriquida amb una série d'antioxidants enzimatics i moleculars que formen un
mecanisme de defensa complex i inhibeixen o atenuen el mal oxidatiu. Les ROS (espécies reactives
d’oxigen) provoquen estrés oxidatiu i malson quan el mecanisme de defensa biologic es veu aclaparat
i les cél-lules comprometen la seua capacitat antioxidant . La sobreproduccié de ROS causa danys
oxidatius de lipids, proteines i acids nucleics. Els queratinocits reaccionen directament amb la UV i
alliberen activadors proinflamatoris, com I'enzim cicleoxigenasa (COX) i diversos tipus de citocines
(Kowalska et al., 2021), (Quereshi et al., 2021).

La reaccio de fototoxicitat del farmac es produeix com a resultat de la descomposicio
fotoquimica (deguda a I’acci6 directa de la radiacié UV, provocant un dany toxic directe en la
molécula) i de la generacio d’espécies transitories del farmac (les quals poden arribar a formar les
ROS, qui finalment produira el dany oxidatiu de la cél-lula). La fotodegradaci6 dels farmacs pot
provocar la falta del potencial farmacoldgic desitjat i, en algunes ocasions, pot conduir a la generacio
de fotoproductes nocius (Kowalska et al., 2021), (Quereshi et al., 2021).
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Figura 17: Dos camins per a produir fototoxicitat: El cami directe i I'indirecte. El directe es produeix quan un compost
fototoxic inestable reacciona amb molécules endogens, mentre que l'indirecte és desenvolupa quan les molécules
endogenes s'enllacen a fotoproductes de composts fototoxics.

Font: Kim, K., Park, H., & Lim, K. M. (2015). Phototoxicity: Its mechanism and animal alternative test methods.
Toxicological Research, 31(2), 97-104. https://doi.org/10.5487/TR.2015.31.2.097

35.1 FOTODESCOMPOSICIO DE FARMACS

En alguns farmacs s'han identificat positivament un o més fotoderivats i els
fotosensibilitzadors gque, encara que no han canviat, fotocatalitzen les degradacions de biomolécules.
Les precaucions contra la fotodegradaci6 dels medicaments emmagatzemats son facils de prendre,
pero els canvis induits per la Illum després que el pacient ha pres el medicament poden produir efectes
secundaris greus, tipicament eritema, edema i formacio de vesicules de cremades solars exagerades
(Greenhill i McLelland, 1990).

La llum solar penetra en la pell a una profunditat suficient per a aconseguir la sang que circula
pels capil-lars superficials. S'han descrit dos tipus de fotosensibilitat com a resultat de substancies
quimiques estranyes que circulen en el torrent sanguini, a saber, fototoxicitat i fotoal-lergia. En
fototoxicitat, l'estat excitat de la molecula del farmac pot induir mal cel-lular d'almenys una
d'aquestes tres formes: en induir la formaci6 de radicals en una molecula endogena, en convertir
I'oxigen de la seua base (triplet) a l'estat singlet altament toxic, o per transferéncia d'electrons, pot
generar el radical superoxid molt reactiu. La fototoxicitat ocorre només en arees de pell exposades a
la llum i es caracteritza per I'alleujament dels simptomes quan es retira el farmac. Pot ser efica¢ amb
una sola dosi en combinacié amb I'exposicio al sol (o0 a la llum ultraviolada). Amb una dosi prou alta,
la resposta fototoxica pot obtindre's de tots els individus exposats (Greenhill i McLelland, 1990).

Exemples de farmacs que poden generar oxigen singlet (*02) sén cloroquina, furosemida, acid
nalidixico i naproxe. Els generadors de superoxids (O2) sén clorpromazina, mercaptopurina, algunes
tetraciclines i psoralens, en convertir I'oxigen de la seua base (triplet) a lI'estat singlet altament toxic,
o per transferéncia d'electrons, pot generar el radical superoxid molt reactiu (Greenhill i McLelland,
1990).
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Algunes benzodiazepines que pertenyen al grup dels tranquil-litzants i hipnotics, com per
exemple el clordiazepoxid (A en la Figura 18) i el nitrazepam, han demostrat ser fototoxics. En el
cas del clordiazepoxid, no sols el farmac presenta fototoxicitat, siné que els seus dos metabolits el
DES-CDZ i el DEM (E en la Figura 18). El primer d’aquests, esta format per N-desmetilacio del
farmac i aquesta es seguida d’una desaminacié oxidativa per a donar lloc a la formacié del DEM.
Conseguentment, ambdds metabdlits retenen el grup N-0xid, el qual és el causant de la fototoxicitat
(Greenhill i McLelland, 1990).

Alguns estudis demostren que a I’irradiar els tres composts, el farmac i els dos metabolits, en
isopropanol a 350 nm durant uns minuts, tots els composts formen oxazirines. Si els estudies es
realitzen en metanol o metanol-aigua, i s’irradien els tres composts a 254, 300 i 350 nm durant
aproximadament 50 minuts s’observa que la variacio de la longitud d’ona d’irradiaci6 no altera els
productes derivats de la irradiacio pero si les proporcions de la mescla de reaccié. De mode que
inicialment es forma oxaziridina (B en la Figura 18), pero aquesta es converteix en quinoxalina (D
en la Figura 18) i en benzoxadiazozina (F en la Figura 18). Destaca el fet que a I’irradiar a 350 nm
el 80% del CDZ es converteix en oxaziridina amb tan sols traces dels productes de fotdlisi secundaris
(Greenhill i McLelland, 1990).

En efecte, es deu al fet que la oxaziridina té una absorcié d’UV insignificant a aquesta longitud
d’ona. Si s’afegeix glutatio (GSH) al medi de reaccio, la velocitat de descomposicié augmenta i sols
s’obtenen els productes alternatius, és a dir, la benzodiazepina reduida (C en la Figura 18) i un
conjugat (Greenhill i McLelland, 1990).

La taxa més gran de reaccid indica la participacié de dos estats excitats. Per una banda, es
troba I’estat excitat que produeix oxaziridina, la qual pot reaccionar térmicament amb el GSH
posteriorment. Per 1’altra banda, es troba 1’estat excitat que reacciona directament amb el GSH.
L’obtencio fotosintetica dels dos fotoproductes derivats de la oxaziridina s’ha escalat i patentat a
partir de la irradiacio de banda amplia del CDZ (Greenhill i McLelland, 1990).

Dels estudis s’extrau que el desoxiclordiazepoxid (393 en la Figura 18) no presenta cap de les
propietats fototoxiques del CDZ inicial. En canvi, el CDZ, el DES-CDZ, el DEM i el diazepam-4-
oxid resulten ser tots fototoxics per a una preparacid de cél-lules bacterianes. A més a més, existeix
una relacio entre la fototoxicitat dels N-oxids i la toxicitat en 1’obscuritat de les seves oxaziridines.
Les formes reduides dels quatre composts no s’ha demostrat que siguen fototoxiques (Greenhill i
McLelland, 1990).

Els estudis cinétics demostren que la oxaziridina s’uneix covalentment a la proteina
plasmatica. La vida mitjana d’aquesta en preseéncia d’elevades concentracions de proteina €s
aproximadament de 30 minuts. Pel que, té temps no sols d’unir-se a les biomolécules de la superficie
de la pell, sind també per a atacar els drgans interns. En conjunt, aquesta és 1’explicacié del mal renal
i hepatic observat en organismes en els quals préviament s’ha subministrat una dosi de CDZ
(Greenhill i McLelland, 1990).
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Figura 18: Fotodescomposici6 farmacologica del CDZ.

Font: Greenhill, J. V., & McLelland, M. A. (1990). Photodecomposition of Drugs. Progress in Medicinal Chemistry,
27(C), 51-121. https://doi.org/10.1016/S0079-6468(08)70289-3
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4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL
4.1 INSTRUMENTACIO

A continuacid, s’enumeren els dissolvents, els reactius, els materials i els equips utilitzats per
a sintetitzar el clordiazepoxid i caracteritzar fotofisica i fotoquimicament aquest i el seu metabolit
demoxepam.

4.1.1 REACTIUS | DISSOLVENTS

- Acetat d’etil grau HPLC, Scharlau 2.5 L.

- Acetonitril deuterat, Sigma Aldrich 10 mL.

- Acetonitril grau analitic (ACS), Scharlau, 250 mL.

- Acid acétic glacial grau anhidrid (ACS), Scharlau 100 mL.
- Aigua Milli-Q (Milipore Elix).

- Albdmina sérica humana, Sigma Aldrich 10 g.

- Cloroform-d, deuterat, Sigma Aldrich 10 mL.

- Cloroform grau analitic (ACS), Scharlau 2.5 L.

- Clorpromazina, CPZ, Sigma Aldrich, 10 mg.

- Demoxepam-Acetonitrilo, Fisher 1 mg/ml.

- Diclorometa grau analitic (ACS), Scharlau 2.5 L.

- Diclorometa grau HPLC, Scharlau 2.5 L.

- Dimetilsulfoxid grau analitic, Scharlau 1L.

- Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) amb roig fenol, Gibco 500 mL.
- Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) sense roig fenol, Gibco 500 mL.
- Etanol grau analitic (ACS), Scharlau 1L.

- Hidroclorur de guanidina, Sigma Aldrich 500 g.

- Hurberplex, Librium, 10 mg.

- Solucio de tripsina-EDTA 0°25%-002%, Gibco, 100 mL
- Sulfat de dodecil, SDS, Fisher scientifics 100 g

- Sulfat de magnesi anhidrid extrapur, Scharlau 1 Kg.

- Tampd de fosfat sali (PBS), Sigma Aldrich 100 Tabletes.

- Tint de roig neutre, Sigma-Aldrich 100 mL.
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4.1.2 MATERIALS

- Adaptador C2 tubs 50 mL Falcon.

- Adaptador d’expansio-reduccié esm. H-24/29 M-19/26.
- Adaptador amb oliva en 90° 29/32.

- Agulla estéril BD Microbalanga TM.

- Bany d’aigua termostatica d’acer inoxidable Clifton.
- Banyera de plastic esteril per a laboratori.

- Bata de laboratori.

- Camera Neubauer.

- Cristal-litzador de Pyrex.

- Cubeta de quars de 4 mL.

- Embut de decantaci6 de 250 mL.

- Embut de filtracio.

- Extractor Soxhlet de 50 mL.

- Eppendorf 1.5 mL.

- Filtres Sephadex G-25.

- Flasco ISO transparent de vidre de 500 mL.

- Flasco cultiu cel-lular de 50 mL.

- Graella per a tubs eppendorf, cubetes i tubs RMN.
- Guants d’un sol us.

- Joc de morter i ma d’agata.

- Matras aforat de fons red6 de 50 i 125 mL.

- Matras Erlenmeyer de coll estret de 250 mL.

- Matras esféric fons red¢ de tres colls.

- Microespatula cullera plana.

- Multiplaca per a cultiu cel-lular. SARSTEDT. “N° orificis: 96”. Area de cultiu (cm?): 0,29.
Vol. de mig recomanat (ml): 0,2. Fons: Pla. Superficie: Hidrofilica.

- Paper d’alumini.
- Paper de filtre.
- Parafilm.

- Pinces d’acer inoxidable.
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- Pinces de subjeccid.

- Pipeta automatica de 10, 25, 200, 1000 i 5000 pL.

- Pipeta electronica o multicanal (8 canals) de 250 mL.

- Pipeta graduada de vidre de 10 mL.

- Pipeta Pasteur.

- Pipetejador automatic profesional amb bateria hibrida de metall-niquel.
- Proveta graduada de 10, 50, 100 i 250 mL.

- Puntes de pipetes de 10, 25, 200, 1000 i 5000 pL.

- Safata de poliestiré de 0’8 L.

- Suport de cautxu.

- Vas de precipitats de 100, 250 i 500 mL.

- Vials de vidre transparent per a emmagatzemar mostres de 6, 13°5122°5 mL.
- Taps de rosca.

- Taps de goma tipus septum.

- Taps septum d’injeccid.

- Tetina de goma latex per a succionar.

- Ulleres de seguretat.

- Tubs d’assaig de Pyrex de 25 mL.

- Tubs Falcon de 50 mL.

- Tubs de RMN.

- Xeringa de plastic esteril sense agullade 2i 5 mL.

4.1.3 EQUIPS

- Balanca analitica.

- Bany d’ultrasons.

- Centrifuga: Hettinch Mikro 22R, amb capacitat per a 6 tubs Falcon de 50 mL.
- Congelador.

- Cronometre.

- Equip de cromatografia liquida d’elevada resolucio (HPLC): Desgasificador Jasco DG-
2080-54, mesclador quaternari de gradient unitari Jasco LG-2080-04, bomba intel-ligent
HPLC plus PU-2080 i detector UV/Vis Jasco UV-1575.
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- Espectrofluorimetre: JASCO FP-8500 equipat d’un SCE-846 i una lampada de Xend de 150
W, aquest esta previst d’un monocromador en la longitud d’ona variable entre 200 i 900 nm.

- Espectrofotometre: UV-vis JASCO V-650 amb una amplitud de longitud d’ona variable
entre 200 i 900 nm.

- Espectrofotometre de microplaques Halo LED 96.

- Espectrometre de ressonancia magnética nuclear (RMN): espectrometre Bruker Avance Il
(400 Hz) i Magnet System 400 Ascend/R.

- Fotoreactor: Fotoreactor Luzchem LZG-ORG1 previst de 10 lampades col-locades 5 en un
lateral de I’equip, 1 5 en ’altre. Cada lampada t€ una poténcia de 8 W, les longituds d’emissio
d’ona maximes de cadascuna son de 254, 300 i 350 nm. Tanmateix, aquest equip compta
amb un sistema de ventilaci6 per tal de refrigerar les mostres i d’un agitador magnetic per a
afavorir ’homogeneitzacidé d’aquestes.

- Frigorific.

- Incubadora de ganivet cel-lular.
- Microscopi monocular.

- Placa d’agitacié magnética.

- Rotavapor.

- Sistema de purificacio d’aigua Milli-Q.
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4.2 PROCEDIMENT EXPERIMENTAL

A continuacié es descriura la obtencio del clordiazepoxid, la preparacié de mostres, els
experiments de fotodegradacié en diferents dissolvents, els assajos de fototoxicitat en medi cel-lular
i les irradiacions en preséncia d’albimina serica humana del farmac i, en algunes ocasions, del seu
metabolit demoxepam.

4.2.1 OBTENCIO DEL CLORDIAZEPOXID

Segons la bibliografia, el CDZ s’obté a partir de la sintesi pionera aconseguida per L.H.
Sternbach i E. Reader en 1957 (Svobodova et al., 2019) a partir del 2-amino-5-clorobenzofenona.

En aquest treball es presenta I’extraccio del CDZ a partir del medicament comercial
Hurberplex, el qual es distribueix en 20 capsules que contenen 10 mg de clordiazepoxid hidroclorur
cadascuna. A més, cada pindola conté 38’7 mg de lactosa, 45’7 mg de sacarosa, 5 mg de mido de
blati 1’5 mg de groc ataronjat S (E-110) (AEMPS, 2021).

En primer lloc, s’agafen tres pindoles i es netegen amb aigua Milli-Q, per tal d’eliminar la fina
capa de color groc ataronjat que la protegeix de la [lum i, una vegada netes i seques, es piquen en un
morter.

L’extraccio consta de dos parts: una extraccio solid-liquid (extraccié Soxhlet), seguida d’una
extraccio liquid-liquid (L-L). Per comengar, s’introdueix la pols obtinguda en un paper de filtre i es
tanca a mode de sac per evitar que la pols s’escapi. Aixi doncs, es procedeix a realitzar la extraccio
S-L.

Per a I’extraccid Soxhlet s’introdueixen 50 mL de diclorometa (CH.Cl) en un matras de fons
redd. Aquest es connecta a un tub d’extraccio tipus Soxhlet en I’interior del qual es disposara el paper
de filtre amb la pols del farmac. Després de 12 hores d’extracci6 a la temperatura d’ebullicié del
CH,CI; (40 °C), es deixa refredar la mescla extreta a temperatura ambient.

Després, es passa la mescla pel rotavapor per a eliminar completament el dissolvent. A
continuacio, s’afegeixen 30 mL de diclorometa i es realitza un Ilavat amb 30 mL d’aigua Milli-Q. La
fraccio organica es recupera, addicionant sulfat de magnesi anhidre per tal d’eliminar I’excés d’aigua,
es filtra i rotaevapora, recollint un solid blanquinés com a producte final.

4.2.2 PREPARACIO DE MOSTRES

Una vegada comprovat que el compost extret era el CDZ per comparacié de les dades
espectroscopiques amb les de la bibliografia (Cornelissen i Beijersbergen Van Hrnegouwen, 1979),
(Haran i Touchagues, 1980) es procedeix a realitzar una dissolucié mare de 10 M utilitzant com a
dissolvent cloroform. A partir d’aquesta dissolucidé mare s’obtindran aliquotes a partir de la segiient
equacio de dilucio:

Co-Vo=Cr-Vr (Eql)
On Co és la concentraci6 de la dissolucié de referéncia (10 M), Vo és el volum que volem

extreure d’aquesta per a realitzar 1’aliquota, Cr és la concentraci6 de 1’aliquota i Ve el volum final de
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la dissolucio que es vol realitzar. En tots els assajos s’ha fixat Ve a 3 mL, que és el volum de
dissolucié que cap en una cubeta de quars. Per una altra banda, es preparan seguint el mateix
procediment que en el cas del cloroform dissolucions mare del CDZ utilitzant acetonitril i PBS com
a dissolvent.

El demoxepam ve en ampolles d’1mg/mL dissolt en acetonitril, pel que s’agafara aquesta
concentracié com a concentracio de referéncia i es faran aliquotes a partir del contingut de les
ampolles. En aquesta ocasio la dissoluci6 de referéncia sera 3°5-10° M.

Més endavant, es prepararan aliquotes de 20 uM, tant del CDZ com del DEM, en 3 mL de
PBS (tamp¢ fosfat sali a pH = 7°5) per a registrar els espectres d’aborcio i emissio de fluorescencia,
ja que es tracta d’una dissolucio aquosa salina similar a I’entorn cel-lular.

4.2.3 ESTUDI DE LA FOTODEGRADACIO EN DIFERENTS DISSOLVENTS
4.2.3.1 ESPECTRES D’ABSORCIO I D’EMISSIO

En primer lloc, es realitzen els espectres d’absorcio per tal de determinar la zona en la qual el
compost és fotoactiu i seleccionar les longituds d’ona d’irradiacio adequades. A continuacio, es
registren els espectres d’emissio de fluorescéncia a les longitud d’ona establertes, per tal d’observar
si la fluorescéncia és una propietat que ens permeta seguir 1’evoluci6 dels substrats quan s’irradien.

4.2.3.2 SEGUIMENT DE LES IRRADIACIONS

Tot seguit, s’irradiara en diferents dissolvents, tant el CDZ com el DEM, amb la finalitat
d’estudiar la seva fotoestabilitat/fotodegradacio sota diferents condicions.

Per tal d’estudiar la fotoestabilitat del CDZ es realitzaren irradiacions en diferents condicions.

Per una banda, es van irradiar en un fotoreactor utilitzant 10 lampades que emeten una longitud
d’ona centrada en 350 nm dissolucions 20 uM de farmac en cloroform, acetonitril i PBS seguint el
curs de la reaccid per espectroscopia d’absorcid i d’emissio de fluorescéncia.

Per una altra banda, es van irradiar dissolucions de concentracio6 20 uM en PBS
monocromaticament a una longitud d’ona de 350 nm en temps d’irradiacio final de 5 h i, també, es
va seguir el curs de la reaccio per espectroscopia d’absorcio i d’emissié de fluorescencia.

Finalment, es va irradiar el CDZ en el fotoreactor equipat de 10 lampades que emeten una
longitud d’ona centrada en 350 nm una dissolucié de concentracié 1 mg/mL de CDZ en CDCls, ja
que a aquesta concentracio es possible seguir la irradiacié per RMN.

En el cas del DEM, s’irradia en el fotoreactor equipat de 10 lampades que emeten una longitud
d’ona centrada en 350 nm d’una dissolucié 20 uM en PBS del metabolit. El curs de la reacci6 es
segui per espectroscopia d’absorcio i d’emissi6 de fluorescencia.

4.2.3.3 ASSAJOS DE FOTOTOXICITAT CEL-LULAR

La fototoxicitat del CDZ es va avaluar realitzant 1’assaig de viabilitat cel-lular NRU (Neutral
Red Uptake o Captacio de Roig Neutre en la Unitat mixta d’investigacio IIS UPV-La Fe. L’assaig es
va dur a terme seguint el procediment descrit per la guia OECD 432 (OECD, 2019) amb la diferéncia
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d’utilitzar cél-lules HaCaT (queratindcits humans) en compte de 3T3 perqué les HaCaT son cél-lules
de la pell humana, tot i que s’ha observat que els resultats obtinguts son idéntics utilitzant ambdos
tipus de cel-lules (Svobodova et al., 2019). Com a control positiu i negatiu s’ha utilitzat la SDS i el
CPZ respectivament. Recalcar, que tots els processos es realitzaran en una vitrina de bioseguretat per
a assegurar condicions d’esterilitat.

El primer pas correspon amb la sembrada de cel-lules en plaques de 96 orificis transparents,
en les quals se sembren 2-10* cel-lules/orifici en quatre plaques, de les quals dues s’exposaran a
radiacions UVA 1 les altres dues es mantindran en condicions d’obscuritat. En els extrems
s’introduira PBS perque¢ les condicions de temperatura i humitat d’aquests son diferents de la dels
interns i es pot desenvolupar un creixement cel-lular desigual en aquests. Les quatre plaques
s’homogeneitzaran perfectament i s’incubaran durant 24 h a 37 °C, 100% d’humitat relativa i 5%
CO..

Passades les 24 hores d’incubacio, es reemplaga el medi de les plaques per medi fresc sense
roig fenol i, tot d’una, es tracten les plaques addicionant les concentracions de CPZ, SDS i CDZ en
els rangs de concentracio indicats en les Taules 26 i 27 de I’annex B2. Per tal d’elaborar una corba
dosi-resposta adequada, s’ha d’incloure almenys una concentracié que provoque mort cel-lular total
en condicions d’obscuritat i una altra que assegure viabilitat cel-lular al voltant del 100% en
condicions UVA. Destacar que les concentracions del control es fan utilitzant PBS com a dissolvent
i les del CDZ utilitzen DMSO com a dissolvent. Per consegiient, cal afegir la mateixa concentracié
de DMSO que la incorporada en la resta de la placa que conté el farmac en els orificis que contenen
el control negatiu per tal de considerar el possible efecte citotoxic d’aquest.

A continuacio, es procedeix a incubar durant 1 h en les mateixes condicions que el dia anterior
i s’irradien en el fotoreactor les plaques UVA, amb una dosi de 5 J/cm? sobre una safata amb gel per
evitar recalfament, mentre que les de |’obscuritat es mantenen en I’incubador. Finalment,
s’introdueix un nou medi de cultiu a les quatre plaques i es deixen incubar 24 h més.

Passades les 24 hores, es procedeix a realitzar 1’assaig de captacié de roig neutre. Per a aixo,
es procedeix a afegir 20 puL d’una dissolucidé que conté roig neutre (0.33 g/L) a cada orifici de la
placa. Tot seguit, es deixen incubar durant 2 h més les plaques en 1’incubador.

Després, es trauen les plaques de ’incubador, es retira el medi de cada orifici de la placa i es
realitza un llavat amb PBS. A continuacio, s’afegeixen 100 pL d’una dissolucié de decolorant
preparada aviat que conté 50% (V/V) d’aigua Milli-Q, 49’5 % (V/V) d’etanol absolut i 0°5% (V/V)
d’acid acetic. Finalment, es duen les plaques a mesurar I’absorbancia a 550 nm mitjangant
I’espectrofotometre de plaques “Synergy H1 multi-mode”.

A partir de les dades d’absorbancia obtingudes, s’obtenen els percentatges de viabilitat
cel-lular, tant en condicions d’obscuritat com després de la irradiacié UVA en preséncia de farmac i
dels controls. A partir dels percentatges, s’elaboren les corbes dosi-resposta per al CDZ, CPZ i SDS.
Una vegada establides les corbes, es procedeix a calcular els valors de 1Cs (concentracio de farmac
que redueix a la meitat el creixement cel-lular). Finalment, s’obtingué el Factor de Fotoirritacio (PIF)
mitjangant I’equacié segiient:

PIF = ICsgobscuritat (Eq 2)

ICs0 UVA

D’acord amb la guia OECD 432 (OECD, 2019), un compost sera considerat fototoxic quan el
valor del PIF siga superior a 5, probablement fototoxic si el PIF oscil-la entre 2 i 5, i no fototoxic si
és inferior a 2.
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4.2.3.3.1 Dades estadistiques

Les dades obtingudes de 1’assaig NRU es representen com la mitja + la desviacio estandard
extreta dels resultats obtinguts de tres experiments diferents. S’analitzaran les dades i es
desenvolupara un métode de regressié mitjancant el software GraphPad Prism. La significacio
estadistica s’obté a partir de la prova t-Student considerant valors de p inferiors a 0’05 com a
significatius (***p<0°001).

4.2.3.4 ASSAJOS EN PRESENCIA D’ASH

Per tal d’analitzar si el clordiazepoxid i el seu metabolit demoxepam poden produir
fotoal-lérgia, es procedeix a estudiar si existeix fotounid covalent fotoquimica entre els composts i
I’albimina s€rica humana, la qual s’utilitza com a proteina model.

En primer lloc, es prepararan diferents mostres que continguen la mateixa concentracio de
CDZ o de DEM i concentracions creixents d’ASH per tal de veure si hi ha alguna interaccio
supramolecular entre el substrat i la proteina. Aleshores, es prepararen un total de catorze mostres
amb les composicions indicades en les Taules 23, 24 i 25 de I’annex B1 tenint en compte que el
volum restant fins a completar un total de 3 mL de dissoluci6 correspon a volum de PBS.

Posteriorment, es prepararen tres dissolucions que continguen les composicions de CDZ, DEM
i ASH descrites en la Taula 28 de I’annex B3 tenint en compte que el volum restant fins a assolir 6
mL correspon a volum de PBS.

Una vegada preparades les tres dissolucions, es registraren els espectres d’absorcié i
fluorescéncia a una longitud d’ona d’excitacié de 305 nm de totes les dissolucions preparades i es
dividi cada mostra en dues de 3 mL. D’aquestes sis mostres resultants, es reserva una de cada
composicid en obscuritat mentre que ’altra s’irradia en un fotoreactor equipat amb deu lampades
que emeten a una longitud d’ona de 350 nm durant 30 minuts. Paral-lelament a la irradiacid, es va
realitzar un calibrat inicial de les sis columnes de Sephadex® G-25 afegint un total de 25 mL de PBS
en cadascuna.

Tot seguit, es registraren novament els espectres d’absorcio i d’emissié de fluorescencia de les
sis mostres i s’afegiren 1’72 grams d’hidroclorur de guanidina (GndCl) 6 M a cadascuna amb la
finalitat de desnaturalitzar la proteina.

Després, es procedeix a realitzar una cromatografia d’exclusié per grandaria fent servir una
columna de Sephadex® G-25 amb la finalitat d’observar si existeix fotounié del clordiazepoxid o el
seu metabolit demoxepam amb 1’albtimina sérica humana.

Finalment, s’enrasaren 2’5 mL de les dissolucions que contenien la GndCl dissolta en cada
columna i, una vegada enrassats, s’introduiren 3’5 mL de PBS en cada columna per tal de recollir
aquesta ultima dilucié com a mostra final i es van registren els espectres d’absorci6 i d’emissio de
fluorescéncia d’aquestes. S’aplica el factor de dilucid necessari per tal de poder comparar els
espectres abans i després de filtrar.
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5. RESULTATS I DISCUSSIO

En aquest apartat s’exposaran els resultats obtinguts dels assajos realitzats segons els
procediments experimentals descrits en I’apartat 4.2.

5.1 CARACTERITZACIO ESTRUCTURAL DEL CLORDIAZEPOXID

Per comencar, s’exposaran els espectres de *H-RMN i ¥C-RMN del producte extret del
Huberplex, registrats en 1’espectrometre de ressonancia magnética nuclear, amb la finalitat de
comparar-los amb les dades espectroscopiques del clordiazepoxid de la literatura. Els resultats
obtinguts s’han tractat amb el software MestReNova-14.2, obtenint les dades de desplagament
quimic, multiplicitat, integracid i constant d’acoblament.
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Figura 19: Espectre 'H del clordiazepoxid.

En I’espectre de la Figura 19 s’observen els seglients senyals per a *H NMR (400 MHz,
CDCl3) 6 7°63 (dd, J = 6’5, 3’1 Hz, 2H), 7’43 (dd, ] = 5’1, 1’7 Hz, 4H), 7°02 (m, 2H), 4.78 (s, 1H),
4.15 (s, 1H), 2.95 — 2.88 (m, 3H).
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Figura 20: Espectre *°C del clordiazepoxid.

En D’espectre de la Figura 20 s’observen els seguents senyals per a *C NMR (101 MHz,
CDCl3) 6 151°61, 143’87, 134’67, 131°67, 131°48, 129°76, 129°73, 129°21, 129’18, 127°25, 127’18,
125’89, 124°45, 62’77, 27°89.

Es pot deduir que mitjangant el procés d’extraccié descrit en la metodologia per a la sintesi del
CDz (9-cloro-5-hidroxi-N-metil-6-fenil-2,5-diazabiciclo[5.4.0Jundeca-1,6,8,10-tetraen-3-imina
segons la IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry)) s’ha obtingut dit compost
amb certes impureses que es poden observar en el rang de 0-3 ppm en la Figura 19.

Destacar, en la Figura 19 el CDZ té huit protons aromatics en el rang de 7°7 a 6’9 ppm igual
que es menciona en la bibliografia (Cornelissen i Beijersbergen VVan Henegouwen, 1979), (Haran i
Tuchagues, 1980). Els protons que s’observen en 4’78 i 4’25 ppm corresponen al grup CH»
representant pel C5 en la molécula del CDZ. S’observa que en utilitzar CDCls com a dissolvent es
desdoblen els dos protons en dos senyals, no obstant aixo, en I’annex A, utilitzant CD;CN com a
dissolvent, destaca que aquests dos protons s’observen com a un unic senyal.

Agquest fet es demostra en la bibliografia (Cornelissen i Beijersbergen Van Henegouwen,
1979), on s’indica que en funci6 del dissolvent es pot observar un parell de doblets o un dnic senyal.
Finalment, els tres protons corresponents al rang 2°95-2°88 ppm corresponen als protons del grup
CHjs corresponents al C18 de la molécula de la figura corresponent al CDZ descrita en 1’espectre de
RMN.

Pel que respecta a I’espectre de °C de la Figura 20, els senyals descrites corresponen a les
posicions C7, C3, C6, C10, C21, C17, C16, C9, C20 C19, C13, C2, C5 i C18 de la molecula
corresponent al CDZ descrita en la figura de 1’espectre respectivament. Aquesta assignacio és
correspon amb la descrita en la bibliografia Haran i Tuchagues, 1980).
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5.2 ESTUDI DE LA FOTODEGRADACIO EN DIFERENTS
DISSOLVENTS

En aquest apartat es presentaran els resultats obtinguts seguint el procediment experimental
descrit en [D’apartat 4.2.3. Les dades recollides de [D’espectrofotometre d’absorcié i de
I’espectrofluorimetre s’han tractat amb el software OriginPro 2021 versi6 9.8, els espectres de RMN
s’han analitzat amb el software MestReNova-14.2 i la viabilitat cel-lular s’analitzara amb el software
GraphPad Prism.

5.2.1 ESPECTRES D’ABSORCIO I D’EMISSIO

El primer pas per a estudiar la fotodegradacio del clordiazepoxid i del seu metabolit
demoxepam es realitzar els espectres d’absorcié d’ambdds compostos per tal d’esbrinar on irradiar-
los. Aquests es poden observar a continuaci6 (Figura 21).
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Figura 21: Espectre d'absorci6 del CDZ i DEM 20 uM en diferents dissolvents.

De la Figura 21 s’obté que el CDZ en cloroform i acetonitril presenta maxims d’absorbancia
en 240 nm, 260 nm, 310 nm i 360 nm, en PBS presenta un maxim en 260 nm i 360 nm, per contra,
el DEM presenta maxims d’absorbancia a 240 nm i 310 nm. Aixi doncs, el farmac absorbeix a
longituds d’ona majors que el seu metabolit, en la zona d’UVA, pel qué és capa¢ d’absorbir més
eficientment la radiacié solar.

A la vista dels espectres d’absorcio obtinguts, es realitzara I’analisi d’emissio de fluorescéncia
excitant a 260 nm, 295 nm o a 305 nm ambdds composts segons es crega convenient.

Es pot obtenir el coeficient d’absorcié molar del CDZ i del DEM a partir de la llei de Lambert-
Beer, la qual és una expressid que relaciona I’absorbancia de la mostra amb la seva concentracio
mitjangant 1’expressio:
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A=log17°=e-l-c (Eq 3)

On lp e 1 s6n les intensitats del feix de llum monocromatic abans i després de passar per la
mostra, respectivament; | és la distancia recorreguda per la llum en el medi absorbent (cm); ¢ és la
concentraci6 de la substancia en el medi (mol/L) i € és el coeficient d’absorcié molar, el qual depen
de la naturalesa de la substancia absorbent, de la longitud d’ona del feix de llum i de la temperatura.
La relacio lineal entre absorbancia i concentracio sols es compleix per a valor d’absorbancia baixos
(Brunatti i Martin, 2015), (De la Torre, 2002).

Calculem el coeficient d’absorcié molar de cada compost tenint en compte el valor de
‘I’absorbancia a la maxima longitud d’ona per a ambdds compostos observada en la Figura 21 (0’58
per al DEM i 0°54 per al CDZ cloroform, 0’35 per al CDZ acetonitril i 0’58 per al CDZ en PBS),
assumint | = 1 ¢cm i aplicant I’Eq 2. Aleshores, s’obté que ecpz_cloroform = 27000 (M-cm)™ a 260 nm,
€cpz_acetonitril = 17500 (M -cm)‘l a 260 nm, ecpz pes = 29000 (M -cm)"la 260 nm i epem = 29000 (M-cm)'
1a 245 nm.

A partir dels espectres d’absorci6 de la Figura 21, es procedeix a analitzar si els compostos
foren fluorescents i, en cas de ser-ho, poder prosseguir les posteriors reaccions per fluorescencia. Els
espectres de fluorescéncia d’ambdds composts es realitzaran en PBS excitant a 260 nm, ja que es la
zona de maxima emissio i, per consegilent, s’aconseguira major irradiaci0 i excitant a 305 nm, per
ser la segon zona de maxima emissio i, a més a més, cobrir el comportament en la zona de les
radiacions UVA. Aquests espectres es poden observar a continuacio (Figura 22):
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Figura 22: A) Espectre d emissi6 de fluorescéncia del CDZ i DEM a [excitar a 260 nm, B) Espectre d emissié de
fluorescencia del CDZ i DEM a [’excitar a 305 nm. Totes dues dissolucions s ’han preparat amb una concentracio de 20
UM en PBS.

De les grafiques 22A i 22B, s’extreu que cap compost emet una fluorescencia significativa,
sent la d’ambdés farmacs menyspreable.

5.2.2 IRRADIACIONS DELS COMPOSTOS EN DIFERENTS
DISSOLVENTS

En primer lloc, s’irradia una dissolucio de clordiazepoxid 20 UM en cloroform en un
fotoreactor amb les caracteristiques descrites adés en 1’apartat 4.2.
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S’establi un maxim d’irradiacié de 30 minuts perque segons la bibliografia a partir dels 20
minuts d’irradiacié el CDZ dona lloc a una oxaziridina (Cornelissen i Beijersberguen Van
Henegouwen, (1979) I’estructura de la qual es pot observar en la Figura 23:
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Figura 23: Estructura quimica de la oxaziridina.

Font: Elaboraci6 propia a partir de (Greenhill, J. V., & McLelland, M. A. (1990). Photodecomposition of Drugs.
Progress in Medicinal Chemistry, 27(C), 51-121. https://doi.org/10.1016/S0079-6468(08)70289-3).

Durant el transcurs de la irradiacio del CDZ en cloroform, es registraren els espectres
d’absorcio i d’emissio de fluorescéncia en diferents instants de temps. Els espectres d’emissié de
fluorescéncia es van registrar a 295 nm perqué per poder esbrinar la posterior viabilitat cel-lular seria
necessari excitar en un rang de longitud d’ona que inclogués les radiacions UVA.
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Figura 24: A) Espectre d'absorci6 en irradiar una dissolucio 20 uM de CDZ en cloroform. B) Espectre d’emissio de
fluorescencia en irradiar una dissolucio 20 uM de CDZ en cloroform excitant a 295 nm.

En la Figura 24A s’observa que la forma i la posicio dels maxims de I’espectre varien amb el
temps, desapareguent les bandes que es troben a longituds d’ona majors (entre 300 i 400 nm). El
major canvi s’observa en el primer minut d’irradiacio. Es pot observar que el farmac no es fotoestable
i, per tant, esta sofrint una fotodegradacio.

La Figura 24B correspon al registre d’emissié de fluorescéncia on la intensitat d’emissio
excitant a 295 nm és menyspreable. No obstant aix0, a mesura que avanca el temps d’irradiacio
s’observa un molt lleuger augment de la intensitat d’emissio.

A la vista de que el CDZ no es estable en cloroform, es prossegui a realitzar el mateix
procediment anterior pero partint d’una dissolucié de CDZ en acetonitril. Els resultats del espectres
d’absorbancia i d’emissié de fluorescéncia assolits s’observen en la Figura 25.
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Figura 25: 4) Espectre d’absorcio en irradiar una dissolucié 20 uM de CDZ amb acetonitril, B) Espectre d’emissio de
fluorescéncia a l’excitar a 295 nm una dissolucié 20 uM de CDZ en acetonitril.

En la Figura 25A s’observa el mateix comportament que en la figura 24A pero amb una major
rapidesa, on s’observa un desplagament hipsocromic a mesura que avanca la cinética de la reaccio.
En aquesta ocasio es manté un punt isoshestic en tots els espectres registrats. Destacar, que en la
Figura 25B, el comportament és semblant al de la Figura 24B.

Aleshores, s’observa que el CDZ es fotodegrada en cloroform i en acetonitril. Tot seguit, €S
va realitzar, també, la irradiacié d’una dissolucié de CDZ 20 uM en PBS per a estudiar la seva
fotoestabilitat en aquest dissolvent. Els resultats obtinguts de la irradiacié son els mostrats en la
Figura 26.
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Figura 26: Registre d'absorcio en irradiar una dissolucio 20 uM de CDZ en PBS.

En la Figura 26, s’observa un canvi brusc en el minut 1 d’irradiacio, el qué indica que hi ha
una fotodegradacio del CDZ a temps molt curts. Després, 1’espectre permaneix practicament
invariable fins al minut 30.

Com que s’observa una rapida degradaci6 inicial del farmac, es procedeix a realitzar una
irradiacié monocromatica irradiant a una longitud d’ona de 350 nm perqué aquest tipus d’irradiacions
son menys energetiques que les realitzades en el fotoreactor i, per tant, son mes lentes. De la
irradiacio monocromatica s’obté la Figura 27.
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Figura 27: Espectre d’absorcié d’una irradiacié monocromadtica en espectrofluorimetre d'una dissolucié 20 uM de CDZ
en PBS.

En la Figura 27 s’observa que en aquestes condicions la degradacio és molt més lenta.

Per una altra banda, es realitza una irradiacié 1 mg/mL de CDZ en CDClI; seguida per *H-
RMN, que es pot comprovar en la Figura 28.
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Figura 28: Espectre de *H-RMN en irradiar una dissolucié 1 mg/mL de CDZ en CDCls.
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En la Figura 28 es poden observar els set espectres de RMN de proté obtinguts del seguiment
d’una irradiacié 1 mg de CDZ dissolt en 1 mL de CDCls. Els espectres es troben ordenats de dalt a
baix de menor temps d’irradiacio a major.

Indicar que els senyals per sota de 3 ppm corresponen a impureses de 1’extraccié del farmac,
la que s’observa en 5’3 ppm correspon al diclormeta i la que s’observa en 7°26 ppm correspon al
CDCls. En irradiar s’observen una série de diferéncies respecte de 1’estat inicial, el senyal que apareix
sobre els 3 ppm i que correspon al grup CHs de la molecula de CDZ va perdent intensitat a la vegada
que desplagant-se lleugerament cap a I’esquerra fins que al cap de 60 minuts d’irradiacié
practicament ha desaparegut.

Tanmateix, el senyal entre 3°7 1 4’5 ppm que inclou el doble singlet pertinent al grup CH> en
’estat inicial, es veu desplagat en el rang 4’7 1 5’5 ppm a I’irradiar al cap de 5 minuts, i aquests van
degradant-se fins que al cap de 15 minuts el senyal ha desaparegut completament. Per contra, a partir
dels 5 minuts apareix un senyal als 8’1 ppm la qual va magnificant la seva grandaria a mesura que
augmenta el temps d’irradiacid. Aquest senyal pot correspondre al doble doblet situat sobre 7’5 ppm
en el CDZ i que s’haja desplagat cap a I’esquerra.

A més a més, a partir dels 5 minuts d’irradiacié apareix un senyal en la zona aromatica sobre
7’2 ppm que en el cas del CDZ era insignificant, aquesta es manté fins als 30 minuts i ja no s’aprecia
60 minuts després. EI mateix ocorre en la zona compresa entre 3 ppm i 5 ppm, on a partir dels 5
minuts apareix un multiplet, un doblet i un senyal singlet, de mode que el multiplet i el doblet perden
intensitat a mesura que avanga el temps d’exposicio a la llum UV mentre que el senyal singlet
augmenta la seva magnitud fins als 30 minuts d’irradiacié.

Segons la bibliografia’®, la oxaziridina, presenta un senyal sobre 27 ppm i fa referéncia a 3
protons, aquesta pot referir-se al senyal que apareix sobre els 3 ppm ja en el CDZ i en totes les
irradiacions fins als 30 minuts i que correspon al grup CHs. A més a més, presenta un senyal singlet
sobre els 5°5 ppm segons la bibliografia'® i en la Figura 33 a partir dels 5 minuts d’irradiacié podem
apreciar aquest senyal fins als 30 minuts d’irradiacio.

Si més no, es descriuen 8 protons aromatics compresos entre 7 i 7°7 ppm en la dita
bibliografia'® i amb 1’ajuda del software MestreNova es comprova que dels 5 minuts als 30
d’irradiacio, en aquest rang hi ha 8 protons. Finalment, la bibliografia'® descriu dos parells de doblets
sorgits dels protons del grup metile, els quals es poden apreciar a partir dels 5 minuts d’irradiacio
fins als 20 minuts aproximadament.

De tot ago, es pot concloure que el clordiazepoxid no es fotoestable i es fotodescompossa
produint fotoproductes a partir dels 5 minuts d’irradiacid, ja que es pot comprovar 1’aparicié de la
oxaziridina. Per a comprovar que ago, s’agafen dues mostres de 1 mg de CDZ dissolt en 1 mL de
CDCl3, de les quals s’irradia una durant 1 minut i, ’altra 30 minuts en les mateixes condicions
d’irradiacio descrites en I’apartat 4.2. Els resultats obtinguts son els que s’observen a continuacio.
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Figura 29: Espectre de 'H-RMN obtingut en irradiarl min una dissolucié 1 mg/mL de CDZ en CDCLa.
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Figura 30: Espectre de *H-RMN obtingut en irradiar 30 min una dissolucié 1 mg/mL de CDZ en CDCLs.
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Tant en la Figura 29, com en la 30 s’observa en primer lloc el *H-RMN corresponent al CDZ
sense irradiar, I’espectre intermedi correspon al RMN de prot6 obtingut després d’haver irradiat 1
min i 30 minuts respectivament i, finalment, el tercer espectre correspon a un RMN de proto realitzat
24 hores després d’haver-hi realitzat la irradiacio i reservat en obscuritat.

En la Figura 29, observa com els senyals descrits anteriorment corresponents a la oxaziridina
jaes troben presents, és a dir, els 3 protons en 3 ppm corresponents al CHs, els dos doblets compresos
entre 3 i 4 ppm provinents del grup metilé del CDZ, el singlet caracteristic de 5 ppm i els 8 protons
aromatics. A més a més, destaca que el senyal observada sobre 8 ppm en els 5 minuts no s’aprecia
al minut d’irradiar. No obstant aixo, si que s’observa com I’ultim doblet aromatic observat en el CDZ
ha variat la seva estructura al minut d’irradiar i presenta un senyal semblant al observat a partir de 5
minuts en la Figura 30. S’observa com el fotoproducte format manté les seves propietats 24 hores
després d’haver-se format i guardat en obscuritat.

En la Figura 29, s’observa més detalladament que 1’estructura descrita per a la oxaziridina
observable des del minut 1 ja no apareix. En aquesta ocasio, s’observa el doblet que apareix sobre
els 8 ppm i els 3 protons caracteristics de 3 ppm. Aixi doncs, es pot assumir que a partir dels 20
minuts d’irradiacid s’obté algun fotoproducte diferent de la oxaziridina. Aixi doncs, dels espectres
de RMN es pot concloure que el CDZ sofreix fotodegradacio.

Per ultim, es va irradiar (en les mateixes condicions descrites anteriorment en ’apartat 4.2) el
DEM en PBS per observar el comportament del metabolit i les possibles diferéncies respecte al
farmac de partida. Els espectres d’absorci6 i d’emissio de fluorescéncia s’observen en la Figura 31
i 32 respectivament.
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Figura 31: Espectre d'absorcio de la irradiacié de 20 uM de DEM en PBS.

En la Figura 31 s’observa que el DEM es degrada en PBS. L’espectre d’absorcio6 del farmac
inicial presenta un maxim d’absorbancia en A = 305 nm i 245 nm, en canvi, en el moment en el qué
es sotmet la dissolucid a irradiar aquesta presenta un desplagcament hipsocromic en el qual disminueix
I’absorbancia a mesura que avanga la reaccio. Des del primer minut d’irradiacié s’observa una rapida
degradacio del DEM. L’espectre no varia amb temps d’irradiacid superiors.
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De la Figura 31, es conclou que els espectres d’emissié de fluorescéncia es registraran en els
maxims d’emissid d’absorcid, aleshores, s’excitara a 260 nm i 305 nm cobrint aixi, ambdds maxims
d’absorcio.
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Figura 32: A) Espectre d’emissio de fluoresceéncia en excitar a 260 nm, B) Espectre d’emissié de fluorescéncia en
excitar a 305 nm. Ambdues pertanyen a la irradiacié d’una dissolucié 20 uM de DEM en PBS.

Tant en la Figura 32A com en la 32B, s’observa que a mesura que augmenta el temps
d’exposicio del farmac a la [lum, augmenta la emissio de fluoresceéncia per al rang de 400 nm a 600
nm. En el rang inferior a 400 nm (observable en la Figura 31A), s’observa que al minut d’irradiacié
s’assoleix el maxim d’emissio de fluorescéncia d’aquesta zona de ’espectre.

De tot aco, es pot concloure que el DEM es fotodegradable i no fotoestable, al igual que el
farmac de partida.

Una vegada s’esbrina que el clordiazepoxid i el seu metabolit demoxepam no eren estables en
preséncia de llum i presentaven fotodegradacid, es procedi a determinar si el farmac presentava
fototoxicitat cel-lular.

5.2.3 FOTOTOXICITAT CEL-LULAR

Per tal d’avaluar la fototoxicitat del farmac CDZ s’utilitza, com s’ha esmentat adés en la
metodologia, I’assaig in vitro NRU. Aquest s’ha dut a terme mesurant la viabilitat cel-lular de les
cel-lules HaCaT enfront d’un rang de concentracions de CDZ descrites en 1’apartat corresponent de
dita metodologia.

La viabilitat s’extrau de la capacitat de les cel-lules o no en captar el roig neutre, el qual és un
indicador de tinci6 que sols és capag de travessar les parets de les cél-lules vives i emmagatzemar-se
posteriorment en els lisosomes. Per tant, com major proporcié de roig neutre hi haja en les cél-lules,
major sera la proporcio de cél-lules vives en aquest orifici de la placa.

A continuacio, s’elaboren les corbes dosi-resposta obtingudes en ’assaig NRU per tal de poder
determinar la concentracid ICso (Figura 33).
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Figura 33: Representacid de la viabilitat cel-lular en funcié del logaritme neperia de la concentracié de A) CPZ, B)
SDS, C) CDZ. En les tres grafiques, la linia negra representa el farmac en condicions d’obscuritat i la violeta el farmac
en condicions d’exposicio a la llum.

Els valors d’ ICso, tant en obscuritat com després d’irradiacio, obtinguts aixi com el PIF
calculat segons I’Eq 2 s’observen en la Taula 7.

Taula 7: Recopilacié dels valors d’ ICso en I'obscuritat, en I'exposicié a la llum UVA i PIF dels farmacs.

. Factor de
Compost ICE OQISENTIETE | e (M) Fotoirritacio
(nM) 1
(PIF)
CPz 57+8 20+£05 26+ 6
CDhZz > 500 45+ 12 > 10
SDS 149 + 21 169+ 2.4 1.0+0.1

Les dades representen la mitjana + SD d’almenys tres experiments independents on CPZ i
SDS s6n els controls utilitzats en aquest estudi.

!D’acord amb la guia OECD 432 (OECD, 2019), PIF < 2 significa “no fototoxic” 2 < PIF < 5
significa “probablement fototoxic” 1 PIF > 5 significa “fototoxic”.

A partir de les dades obtingudes en la Taula 7 es representa el PIF de cada farmac (Figura 34).
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Figura 34: Representacio del PIF obtingut per a cada farmac analitzat en ’assaig NRU.

A la vista d’aquests resultats, podem assumir que el CDZ presenta fototoxicitat. No es pot
calcular un PIF exacte perque 1’ICsp assolit en condicions d’obscuritat és superior a 500 uM i, per
aquesta rad, s’assumeix que el PIF tindra un valor superior a 10.

Aquests resultats es poden comprovar en la Figura 35, en la qual s’observen les plaques
irradiades i les que es mantenen en condicions d’obscuritat tant del farmac com dels controls.

Figura 35: A) Plaques del farmac CDZ en abséncia i en presencia de radiacié UVA respectivament. B) Plaques dels
controls CPZ i SDS en absencia i presencia de radiacié UVA respectivament.

Seria convenient informar als sanitaris que tinguen en consideracio aquest fet i avisen als
pacients que en el cas de seguir un tractament amb aquest farmac és necessari protegir-se de
I’exposicid solar.

Una vegada s’ha determinat que el clordiazepoxid és fototoxic i provoca dany cel-lular, es
procedeix a estudiar si el farmac i el seu metabolit poden produir fotoal-lérgia i, per a aixo, es va
irradiar en presencia d’albiimina serica humana.
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5.2.4 ESPECTRES D’INTERACIO DEL FARMAC | EL SEU METABOLIT
AMB L’ALBUMINA SERICA HUMANA

El primer pas per estudiar la possible fotouni6 del CDZ i DEM a una proteina, elegint com a
proteina model I’ASH, consisti en analitzar la interaccié de cadascun dels dos composts anteriors
amb I’ASH. Aleshores, es registra I’espectre d’absorcio de cada mostra descrita en 1’apartat 4.2.3.4.

Els espectres d’absorcio registrats de la proteina aillada en funcié de la concentracié de la
mateixa en 3 mL de PBS so6n els observats en la Figura 36:
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Figura 36: Espectre d'absorci6 per a diferents concentracions ¢’ASH en PBS.

Els espectres d’absorcié de les diferents dissolucions de proteina amb el clordiazepoxid i amb

el demoxepam amb diferents relacions molars, s’observen en la Figura 37:
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Figura 37: A) Espectre d’absorcié del CDZ amb diferents concentracions d’ASH, B) Espectre d’absorcié del DEM amb
diferents concentracions d’ASH. Les dissolucions s ’han preparat per a una concentracié 20 UM de cada compost en PBS

i diferents concentracions d’una dissolucié d’ASH en PBS.
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En les Figures 37A i 37B es mostren els espectres d’absorcid de mescles d’ASH i CDZ o DEM
a diferents relacions molars. Quan es comparen aquests espectres obtinguts amb els espectres
d’absorcio d’una mescla intermolecular en les mateixes proporcions (N0 es mostren en la figura)
I’espectre resultant és coincident.

Si s’analitza el rang de 300 a 400 nm, , s’observa com per a aquestes concentracions 1’espectre
manté la forma del CDZ i DEM inicials sense produir la formacid de cap nova banda que poguera
indicar interaccio supramolecular entre els substrats i la proteina.

A continuacio, s’analitzen els espectres d’emissié de fluorescéncia de la proteina aillada i de
les mescles farmac-proteina i metabolit-proteina (Figures 38 i 39). Aquests, s’han registrat excitant
a295nmia 310 nm.
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Figura 38: A) Espectre d'emissio de fluorescéncia on es compara la fluorescéncia de dissolucions CDZ-ASH amb
[’obtinguda al sumar les fluorescéncies de CDZ i ASH per separat, excitant a 295 nm, B) Espectre d'emissi6 de
fluorescéncia del CDZ-ASH excitant a 310 nm. Tots dos per a dissolucions amb diferent concentracié de proteina.
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Figura 39: A) Espectre d'emissi6 de fluorescéncia on es compara la fluorescéncia de dissolucions DEM-ASH amb
l’obtinguda al sumar les fluorescéncies de DEM i ASH per separat, excitant a 295 nm, B) Espectre d'emissio de
fluorescéncia del DEM-ASH excitant a 310 nm. Tots dos per a dissolucions amb diferent concentracié de proteina.

Tant en la Figura 38 com en la 39, s’observa que la fluorescéncia de les mescles ASH-substrat
no coincideix amb la fluorescéncia “teodrica” calculada sumant la fluorescencia d’ASH més la
fluorescencia del substrat. Aquest fet estaria sugerint una interaccid entre la proteina i el substrat. En
les Figures 38B i 39B la fluorescéncia és practicament nula, ja que en aquesta zona 1’absorcio es
deguda al CDZ o DEM, que no son fluorescents.
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Per tal d’observar si es forma una unié covalent fotoinduida entre qualsevol dels dos composts
i I’albumina sérica humana es prossegui a realitzar I’estudi de la formacié d’un adducte entre els
compostos i algun residu de 1I’ASH utilitzant técniques espectroscopiques d’absorcid i emissié de
fluorescéncia realitzant una filtracié per exclusié de grandaries amb filtres de Sephadex®G-25.

Les mescles utilitzades foren les descrites en la metodologia (4.2.3.4), utilitzant com a
referencia dissolucions 2-10° M per als farmacs i 4-10° M per a la proteina. El temps d’irradiaci6
establert fou de 30 minuts, per a assegurar la formacié maxima de fotoproducte del CDZ, com la
oxaziridina o derivats de la mateixa.

En primera instancia, es va estudiar el comportament de la proteina aillada, com a prova en
blanc.
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Figura 40: A) Espectre d'absorcio de la proteina sense filtracid i amb filtratge abans i després d'irradiar en el
fotoreactor, B) Espectre d'emissio de fluorescéncia excitant a 310 nm de la proteina sense filtracié i amb filtratge abans i
després d'irradiar en el fotoreactor.

Tant en la Figura 40A com en la Figura 40B s’observa que els espectres registrats
d’absorbancia i fluorescéncia abans de filtrar i després son els mateixos. A més a més, I’ASH no té
impureses unides aixi com la columna és correcta. La fluorescéncia observada és practicament nul-la,
com era d’esperar.

Una vegada estudiat el comportament de la proteina irradiada i sense irradiar, es procedeix a
analitzar si els composts produeixen fotounié amb aquesta 0 no. A continuacid, es compara el
comportament de la dissolucio de farmac i proteina amb equivalencia 1:2 respectivament.
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Figura 41: A) Espectre d'absorcid de la interaccié ASH-CDZ sense filtracio i amb filtratge abans i després d'irradiar en
el fotoreactor, B) Espectre d'absorcid de la interaccio ASH-DEM sense filtracid i amb filtratge abans i després d'irradiar
en el fotoreactor.

En la Figura 41A, s’observa que 1’espectre d’absorbancia de la dissolucié farmac-proteina
abans de filtrat varia respecte de temps 0 minuts i temps 30 minuts, per tant, pareix ser que haja hagut
degradaci6. En canvi, al filtrar la mostra s’observa com els espectres a temps 0 i 30 minuts son
coincidents i amb una lleugera disminuci6 d’absorbancia respecte de les mostres sense filtrar. Per tot
aco, es pot dir que no ha hagut fotounio entre el CDZ i I’ASH.

En la Figura 41B, s’observa I’espectre d’absorbancia de la dissolucié metabolit-proteina abans
de filtrar varia respecte de temps 0 minuts i temps 30 minuts, pel que es pot haver dut a terme una
degradacio. Al filtrar ambdues mostres, els espectres de temps inicial i 30 minuts no coincideixen, a
més, la forma de la banda varia pel que podria haver existit fotouni6 del metabdlit a la proteina.
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Figura 42: A) Espectre d'emissio de fluorescéncia excitant a 310 nm de la interaccié ASH-CDZ sense filtracié i amb
filtratge abans i després d'irradiar en el fotoreactor, B) Espectre d'emissid de fluorescéncia excitant a 310 nm de la
interaccio ASH-DEM sense filtracid i amb filtratge abans i després d'irradiar en el fotoreactor.

En la Figura 42, s’observa que els espectres de fluorescéncia de les dissolucions farmac-
proteina i metabolit-proteina sén poc intensos i, consequentement, tot i que s’observen diferéncies
en les bandes d’emissio, no permeten extreure conclusions solides.

Es tracta de resultats molt preliminars que cal seguir investigant. Si més no, la mostra de la
dissolucié metabolit-proteina es podria dur a realitzar-li un analisi per protemiotica per comprovar si
realment hagut fotounid o no.
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6. PLADE FUTUR

Seria interessant continuar investigant en aquest tema d’investigacié que s’ha quedat obert,
per a poder elucidar I’estructura quimica del/s fotoproducte/s obtingut/s de la irradiaci6 del CDZ. A
més a més, es podria estudiar si la fototoxicitat obtinguda del assaig NRU es deguda a un dany
generat a les proteines cel-lulars (assaig de fotooxidacié de proteines), a danys generats per I’ADN
cel-lular (assaig Comet) i/o a lipids (assaig de fotoperoxidacio lipidica). Nogensmenys, es podria
realitzar també un estudi complet al metabolit per veure si aquest també es fototoxic.
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7. CONCLUSIO

El present Treball de Fi de Master tenia per objectiu realitzar un estudi de la caracteritzacio
fotofisica i fotoquimica del farmac clordiazepoxid (CDZ) i del seu metabolit (DEM). Una vegada
realitzats tots els experiments i estudis detallats en aquesta memoria, s’han analitzat i explicat els
resultats obtinguts, dels quals s’extreuen les segiients conclusions:

= Els espectres d’absorcio del farmac i del metabdlit sén diferents. El farmac absorbeix
fins a longituds d’ona majors en I’'UVA.

= La fluorescéncia d’ambdo6s compostos és practicament nul-la.

= Els dos substrats investigats mostraren fotodegradacio, donant lloc a fotoproducte(s)
I’estructura quimica del(s) qual(s) es troba en procés de determinacio.

= El farmac va resultar ser fototoxic com a relleu de I’assaig de viabilitat cel-lular de
captacié de roig neutre (NRU).

= Els experiments preliminars sobre fotounid de farmac i metabalit, utilitzant albimina
sérica humana com a proteina per a I’estudi de la possible fotoal-lérgia no son
concloents.
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1. PRESSUPOST

En aquest capitol s’estudia el pressupost necessari per a dur a terme el Treball Fi de Master i
poder determinar la seua viabilitat economica mitjangant el calcul del cost que requereix dur a terme
aquest projecte. Per a determinar la viabilitat, en primer lloc, es realitza un pressupost parcial de
I’enginyeria, dels equips, dels reactius i dissolvents i dels materials (tant fungibles com no fungibles)
utilitzats durant la realitzacié d’aquest treball.

A partir d’aquest pressupost parcial, es procedeix a determinar la segona part, la qual
consisteix en determinar el pressupost d’execucié material (PEM), el pressupost d’execuciod per
contracta (PEC) i, per altim, el pressupost general del projecte o pressupost base de licitacié en base
a aquests.

Per tal de realitzar aquest pressupost s’han tingut en compte els segiients factors:
- Els preus del pressupost parcial no contenen I’'IVA (21 %) i1 aquest s’aplicara en el PEC.

- Per al calcul del cost de I’equipament no s’ha considerat el preu de compra sind que s’ha
calculat I’amortitzaci6 respecte a la vida util de cada un d’ells tenint en compte que en un
any hi ha 250 dies laborables i en cada dia laborable es desenvolupa una jornada laboral
de 8 hores.

- El consum de llum, neteja, aigua, etc., s’ha inclos en 1’apartat de despeses generals.

Els recursos del pressupost s’han classificat mitjangant una referéncia que es resumeix a
continuacio en la Taula 8:

Taula 8: Taula de referéncies per a la realitzaci6 del pressupost.

EN Enginyeria
EQ Equipament
MTF Materials fungibles
MTEN Materials no fungibles
RD Reactius i dissolvents

1.1. PRESSUPOST PARCIAL

1.1.1. ENGINYERIA

En aquest apartat es te en compte la ma d’obra, és a dir, el cost que requereixen els operaris
requerits per a la realitzacio del projecte i els honoraris dels mateixos. S’ha tingut en compte que la
realitzacid dels assajos experimentals es realitzen amb un maxim de 300 hores i que el preu d’un
enginyer quimic és de 30 €/h.
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Taula 9: Cost Total Enginyeria.

; Import
ClY Preu (€/ut) Cost (€)
EN1 h Enginyer Quimic 30 300 9000
EN2 h Técnic de Laboratori 20 100 2000

El pressupost de I’enginyeria del projecte ascendeix a la quantitat de: ONCE MIL EUROS.

1.1.2. EQUIPS

Per al calcul del pressupost dels equips, s’ha realitzat un calcul del preu per hora del material
amortitzable utilitzat en aquest projecte. S’ha considerat que el periode d’amortitzacié de
tots els equips utilitzats és de 15 anys excepte per a la balanca digital, el cronometre i el sistema de
destil-lacié d’aigua Milli-Q que es considera de 5 anys.

Com que I’Gs de cada equip utilitzat en el laboratori és de caracter universitari es tindran en
compte que en un any hi ha 250 dies habils i que la jornada laboral és de 8 hores al dia.

El cost d’amortitzacié d’un equip s’obté mitjangant la segiients equacio:

Costequip

COStAmortitzacié - (€) (Eq 4)

tamortitzacié

Sent el CoStamortitzacic €l cost de I’equip tenint en compte el cost d’adquisicid (Costequip) 1 €l
temps d’amortitzacio considerat per a cada equip (tamortitzacic). Finalment, per a obtindre el cost d’us
del equip es necessari multiplicar el temps d’us de cada equip pel seu cost d’amortitzacid. EI quadre
de pressupost parcial per als equips s’observa en la Taula 10.

Taula 10: Cost del pressupost dels equips (1/2).

Import
Unitat
(ut) Preu (€/uf)

Descripcio Cost

Temps

d’tis (ut) amortitzacio Cost (€)

©

EQ1 h Balanga Digital 3000,00 3,50 0,10000 15 0,35
EQ2 h Bany d'ultrasons 5000,00 0,20 0,16667 15 0,03
EQ3 h Centrifuga 6000,00 1,00 0,20000 15 0,20
EQ4 h Cronometre 24,00 36,00 0,00240 15 0,09
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Taula 11: Cost del pressupost dels equips (2/2).

Descripcio Cost
Temps : 2z
Preu (€/ut) d’iis (ut) amortitzacio Cost (€)
EQ5 h Espectrometre de 300000,00 30 10,00000 300,00
15
RMN

Espectrofotometre
EQ6 h JASCO V-650 10000,00 8,00 0,33333 15 2,67
EQ7 h Espectrofluorimetre 504 09 13,00 0,93333 15 12,13

JASCO FP-8500 ' ' ' ’
EQ8 h Fotoreactor LuzChem 5000,00 20,00 0,16667 15 3,3333

HPLC semipreparatiu
EQ9 h Jasco PU-2080 350000,00 6,00 11,66667 15 70,00
EQ10 h IET 220 ot 6300,00 220,00 0,21000 15 46,20
cel-lular

EQ11 h Microscopi monocular 160,00 1,00 0,00533 15 0,01

Placa calefactora
EQ12 h - 269,00 26,00 0,02690 5 0,70

basica
EQ13 h Rotavapor 8000,00 5 0,26667 15 1,33
Sistema de depuracid

EQ14 h H0 Milli-Q 1000,00 1,00 0,10000 5 0,10
EQ15 h Balanca Digital 3000,00 3,50 0,10000 15 0,35
EQ16 h Bany d'ultrasons 5000,00 0,20 0,16667 15 0,03

El cost del pressupost parcial per a I’equipament ascendeix a la quantitat de:
QUATRE-CENTS TRENTA-SET EUROS AMB VINT-I-QUATRE CENTIMS.

1.1.3. MATERIAL FUNGIBLE

A continuacio, es presenta el pressupost per als materials fungibles utilitzats en la part
experimental d’aquest projecte. S’entén com a material fungible aquell que sols esta destinat a un sol
Us.
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Taula 12: Cost del pressupost del material fungible (1/2).

: Import
(ut) Preu (€/uf) Quantitat (ut) Cost (€)

MTFL ut Agulla estéril BD Microlance 3,66 8 0,29
1x100

MTE2 ut Banyera de plast_lc esteril per a 2,00 12 24,00

laboratori 1x10
MTF3 ut Bobina de paper industrial 45 kg 14,67 1 14,67
Caixa guants rebutjables de nitril

MTF4 ut sense pols talla S 1x100 107 100 107

MTF5 ut Eppendorf 1'5 mL 1x500 15,94 45 3,59

MTES ut Flasco tractat per a cultiu cel-lular 10,28 3 3084

de 50 mL

MTE7 ut Filtre de xeringa de Nil6 0'45 um 33,00 4 132
1x100

MTF8 ut Filtre Sephadex® G-25 mitja 68,00 1 68,00

MTF9 ut Lamina de tancament Parafilm M 28,00 0,1 2,80

MTF10 ut Paper d'alumini 130 m 2,94 0,1 0,29

MTF11 ut Paper de filtre 1x200 86,14 0,5 0,22

MTF12 ut Multlpl_af:a_ cultiu c_el-lulgr\ de 96 5,35 12 64.20

orificis de polipropilé.

MTE13 ut Pipeta graduadaliiéwdre de 10 mL 2358 10 47.16

MTF14 ut Pipeta Pasteur de vidre 1x250 9,53 150 5,72

MTF15 ut Punta de pipeta 0'5-20 puL 1x1000 10,50 5 0,05

MTF16 ut Punta de pipeta 1-200 puL 1x1000 10,50 30 0,32

MTF17 ut Punta de pipeta 100-1000 pL 8.20 150 2,46
1x500

MTF18 ut Punta de pipeta 1-5 mL 1x100 15,00 50 7,50

MTF19 ut Tap de centrifuga PP 50 mL 0,13 3 0,39

MTF20 ut Tap de goma tipo séptum 1x30 24,10 10 8,03

MTF21 ut Tap de propilé/Vial 6 mL 1x100 15,50 5 0,78

MTF22 ut Tap de propile/Vial 135 mL 29,50 100 29,50
1x100

MTE23 ut Tap de propilé/Vial 22'5 mL 49,50 50 2475
1x100

MTF24 ut Vial de HPLC 1x100 73,00 3 2,19

MTF25 ut Vial transparent 6 mL 1x100 54,50 10 5,45

MTF26 ut Vial transparent 13'5 mL 1x100 63,50 100 63,50
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Taula 13: Cost del pressupost del material fungible (2/2).

: Import
(up) Preu (€/uf) Cost (€)
1

MTF27 ut Bobina de paper industrial 45 kg 14,67 14,67
Caixa guants rebutjables de nitril

MTF28 ut sense pols talla S 1x100 107 100 107

MTF29 ut Eppendorf 1'5 mL 1x500 15,94 45 3,59

MTF30 ut Flasco tractat per a cultiu cel-lular 10,28 3 3084

de 50 mL

El cost del pressupost parcial per al material fungible ascendeix a la quantitat de:
QUATRE-CENTS CINQUANTA-QUATRE EUROS AMB SETANTA CENTIMS.

1.14. MATERIAL NO FUNGIBLE

A continuacio, es presenta el pressupost per als materials no fungibles utilitzats en la part
experimental d’aquest projecte. S’entén com a material no fungible aquell que esta destinat a més
d’un sol Us.

Taula 14: Cost del pressupost del material no fungible (1/5).

Unitat

Codi Descripcio ; Cost
(ut) (:;E; Qu?:tt)ltat amortitzacié | Cost (€)
(€/h)
Adaptador C2 1,98 2,00 260 2 0,00050 0,129
MTNF1 ut tubs 50 mL
Falcon
Adaptador 6,61 1,00 10 2 0,00165 0,017
expansio-reduccid
MTNF2 Ut m. H-24/29 M-
19/26
Adaptador amb 6,61 1,00 24 2 0,00165 0,040
MTNF3 ut olivaen90°
29/32
Bata de laboratori 20,00 1,00 300 2 0,00500 1,500
MTNF4 ut per a dona 100%
coto talla L
MTNE5 ut Camera Neubauer 130,38 1,00 1 15 0,00435 0,004
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Taula 15: Cost del pressupost del material no fungible (2/5).

Import

Codi Siat Descripcio Cost

(ut)

QU?:tt)'tat amortitzacié | Cost (€)
(€/h)

MTNF6 ut Columna HPLC oo 5 1,00 8 2 0,16875 1,350
fase reversa

MTNF7 L 1,00 10 2 0,00106 0,011
Pyrex 300 mL

MTNF8 ut Crondmetre 9,36 3,00 150 2 0,00702 1,053

Cubeta de quars

tipus 3 roscada,

feix de llum 10
mm

MTNF9 ut 357,11 6,00 100 5 0,04285 4,285

Embut de
decantacié conic
MTNF10 ut amb clau de pas 27,09 1,00 24 2 0,00677 0,163
PFTE boca 24/29
250 mL

MTNF11  ut I EE AT 111 1,00 1 2 0,00028 0,000
curta ¢ 50 mm

Espatula cullera
MTNF12 ut plana 210 mm, 3,99 1,00 2 10 0,00020 0,000
acer inoxidable

Extractor Soxhlet
MTNF13  ut EeuRd 127,68 1,00 24 2 0,03192 0,766
borosilicat

Quickfit 50 mL

Graella per a tubs
MTNF14 ut eppendorf per a 3,00 1,00 3 10 0,00015 0,000
80 puntes

Graella per a 16

MTNF15 ut cubetes de quars

9,59 1,00 20 10 0,00048 0,010

Graella per a tubs
de pyrex o tubs
RMN d'hacer
inoxidable

MTNF16 ut 17,00 1,00 1 10 0,00085 0,001

Marcador per a
MTNF17 ut laboratori Edding 3,37 1,00 10 5 0,00034 0,003
Blau punta M

Marcador per a
MTNF18 ut laboratori Edding 3,37 1,00 10 5 0,00034 0,003
Negre punta F

Matras aforat de
MTNF19 ut fons redé de 50 3,09 1,00 24 2 0,00077 0,019
mL
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Taula 16:Cost del pressupost del material no fungible (3/5).

Import

Codi Siat Descripcio Cost

(ut)

QU?:tt)'tat amortitzacié | Cost (€)
(€/h)

Matras aforat de
MTNF20 ut fons red6 de 125 4,05 1,00 24 2 0,00101 0,024
mL

Matras esferic de
fons red6 i tres
MTNF21 ut colls de vidre 333,03 1,00 3 2 0,08326 0,250
borosilicat de 250
mL

MTNF22  ut Morterambma ¢ 1,00 1 20 0,00290 0,003
d'agata de 15 mL

Safata de
MTNF23 ut poliestiré d'elevat 8,65 1,00 2,25 5 0,00087 0,002
impacte 0,8 L

Pinces d'acer
MTNF24 ut inoxidable rectes 16,42 1,00 1 15 0,00055 0,001
per a diseccio

Pinces de
subjeccio
universals de 4
dits

MTNF25 ut 5,94 2,00 30 15 0,00040 0,012

Pipeta automatica

MTNF26  ut de 0510 oL

75,10 1,00 0,2 5 0,00751 0,002

Pipeta automatica

MTNF27  ut e

75,10 1,00 2 5 0,00751 0,015

Pipeta automatica

MTNF28  ut de 20.200 L.

75,10 1,00 2 5 0,00751 0,015

Pipeta automatica

R de 100-1000 pL

75,10 1,00 2 5 0,00751 0,015

Pipeta automatica

MTNF30 ut de 1-5 mL

75,10 1,00 3 5 0,00751 0,023

Pipeta electronica
0 multicanal 8
MTNF31 ut canals i de 20-200 532,48 1,00 6 5 0,05325 0,319

pL

Pipetejador
automatic
MTNF32 ut profesional amb 568,00 1,00 3 5 0,05680 0,170
bateria hibrida de
metall-niquel

Proveta graduada

MTNF33 ut de 10 mL

3,13 1,00 1 2 0,00007 0,000
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Taula 17: Cost del pressupost del material no fungible (4/5).

Import
Unitat :
e (ut) DIESE[RE Preu Quantitat . o C(?St -
(€/ut) (ut) amortitzacio | Cost (€)
(€/h)

MTNF34 Proveta graduada 1,00 1 2 0,00009 0,000
de 50 mL
MTNF35 — ut  rovelagraduada g 1,00 1 2 0,00035 0,000
de 100 mL
MTNF36 ~ ut  rovetagraduada g o 1,00 1 2 0,00031 0,000
de 250 mL
Suport de cautxu
MTNF37 ut per a matragos de 5,30 3,00 30 10 0,00080 0,024
fons redé ¢ 100
Suport peu de plat
MTNF38 ut . L 31,00 1,00 36 10 0,00155 0,056
d'acer inoxidable
Tap de vidre cap
MTNF39 ut 3,94 2,00 40 10 0,00039 0,016
hex. 24/29
Suport de cautxu
MTNF37 ut per a matragos de 5,30 3,00 30 10 0,00080 0,024
fons redé ¢ 100
Suport peu de plat
MTNF38 ut : L 31,00 1,00 36 10 0,00155 0,056
d'acer inoxidable
Tap de vidre cap
MTNF39 ut 3,94 2,00 40 10 0,00039 0,016
hex. 24/29
Tetina de goma
MTNF40 ut latex per a pipetes 0,14 2,00 3 1 0,00014 0,000
Pasteur
MTNFa1 — ut  dbsdassaigde g, o) 2,00 31 2 0,00075 0,023
Pyrex
Tubs tipus Falcon
MTNF42 ut de 50 mL. 1x500 201,45 16,00 216 2 0,00161 0,348
Tubs de quars-
MTNF43 ut William per a 67,60 10,00 12 2 0,02245 0,269
RMN
Ulleres de
MTNF44 ut 8,98 1,00 100 5 0,00090 0,090
seguretat
Vareta magnética
MTNF45 ut cilindrica per a 0,61 1,00 3 2 0,00015 0,000
agitar ¢ 13/6 mm
Vareta magnética
cilindrica per a
MTNF46 ut agitar ¢ 14'5/15 1,41 1,00 3 2 0,00035 0,001
mm
MTNF47  ut  Vesdeprecipitats o, 4, 3,00 20 2 0,00105 0,021

de 100 mL
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Taula 18: Cost del pressupost del material no fungible (5/5).

Import
Unitat :
Codi () Descripci6 e Quantitat L /id Cc_>st -
(€/ut) (ut) amortitzacio | Cost (€)
(€/h)

Vas de precipitats

MTNF48  ut o o 3,00 30 2 0,00175 0,052
MTNF4g | gt | Yesgeprecipials | -, g 3,00 30 2 0,00298 0,089
de 500 mL

El cost del pressupost parcial per als materials no fungible ascendeix a la quantitat de:
ONCE EUROS AMB DOTZE CENTIMS.

1.1.5. REACTIUS | DISSOLVENTS

Per al calcul del pressupost associat als reactius i dissolvents es contemplen aquells
utilitzats en el laboratori al llarg del projecte.

Taula 19: Cost del pressupost dels reactius i dissolvents (1/2).

Codi Sl Descripcio
RD1 L Acetat d'etil (HPLC), Scharlau 41,40 1,0000 41,40
RD2 mL Acetonitril-d3, Sigma Aldrich 45,70 2,0000 21,60
RD3 mL Acetonitril (ACS), Scharlau 43,70 2,0000 87,40
RD4 L Acid aceggr?;fl‘:j' (el 4352 0,0012 0,05
RD5 g Alblimina sé:fgr?cl:]mana, Sigma 96.10 0,1600 15,38
RD6 L Cloroform (ACS), Scharlau 72,60 0,0100 0,73
RD7 mL Cloroform-d, Sigma aldrich 67,71 10,5000 28,44
RD8 mg Clorpromaziana, Scharlau 154,10 0,0040 0,62
RD9 mg/mL Demoxepam-Acetonitrilo, Fisher 192,00 1,0000 192,00
RD10 L Dimetilsulfoxid (ASC), Scharlau 69,55 0,0002 0,01
RD11 L Etanol (ASC), Scharlau 4,71 0,2500 1,18

RD12 mL Ellireavlil fizdl S €2 ke 21,80 500,0000 21,80
amb roig neutre, Fisher
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Taula 20: Cost del pressupost dels reactius i dissolvents (2/2).

; Import
(ut) Preu (€/uf) Cost (€)

RD13 mL GibcoTM n_1ed| cultiu t_:el-lular 2075 500 2075
sense roig neutre, Fisher

Hidroclorur de guadinina, Sigma

RD14 g Aldrich 0,33 10,3200 341
RD15 ud Hurbeplex 10 mg, Librium 2,42 1,0000 2,42
RD16 mL Soluci6 Tripsina, Sigma Aldrich 35,96 15,0000 5,39
RD17 g Sulfat de dodecil, Fisher 87,00 0,0040 0,35
RD18 kg Sulfat de magnesi, Scharlau 32,25 0,1000 3,23
RD1O  ud Tampo de fosfat salf,, Sigma 141 20,0000 28,20
Aldrich
RD20 mL Tint Roig Neutre, Scharlab 53,34 12,0000 5,12

El cost del pressupost parcial per reactius i dissolvents ascendeix a la quantitat de:
TRES-CENTS NORANTA-CINC EUROS AMB CINQUANTA-SIS CENTIMS.

1.2.  PRESSUPOST D’EXECUCIO DEL MATERIAL

El pressupost parcial del material s’obté mitjangant la suma dels pressupostos parcials assolits
en I’apartat anterior. Aixi doncs, el PEM del projecte sera:

Taula 21: Pressupost d’execucié material (PEM).

Enginyeria 11000,00
Equipament 437,24
Material fungible 454,70
Material no fungible 11,20
Reactius i dissolvents 532,21

El preu total del pressupost d’execucié material ascendeix a: DOTZE MIL QUATRE-
CENTS TRENTA-CINC EUROS AMB TRENTA-QUATRE CENTIMS.
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1.3. PRESSUPOST GENERAL O PRESSUPOST BASE DE
LICITACIO

Per al calcul del pressupost base de licitacié es té en compte que les despeses generals
(DG) son el 15 % del PEM i el benefici industrial (Bl) sera el 6% del PEM, aleshores, la
suma de les DG, el Bl i el PEM donaran lloc al Pressupost d’Execucié per Contracta (PEC).
Sabent que I'IVA actualment és del 21 %, es calcula el preu d’aquesta sobre el PEC.
Finalment, es calculara el preu del pressupost base de licitacio com la suma del PEC més
I'TVA.

Taula 22: Resum del Pressupost base de licitacio.

Concepte Cost (€)

Pressupost d’execucié material (PEM) 12435,34
15 % Despeses Generals (DG) 1865,30
6% Benefici Industrial (Bl) 746,12
Pressupost d'Execuci6 per Contracta (PEC) 15046,76
21 % IVA 3159,82
Pressupost Base de Licitacio (€) 18206,58

El pressupost total del projecte ascendeix a: DIHUIT MIL DOS-CENTS
SIS EUROS AMB CINQUANTA-HUIT CENTIMS.
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A ESPECTRE CDZ EN ACETONITRIL

L’espectre que s’obté al mesclar el farmac obtingut de la sintesi amb acetonitril deuterat com
a dissolvent es el seguent.

. L -

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
85 a0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 30 2.5 2.0 1.5 1.0

f1 (ppm)

Figura 43: Espectre de 'H-RMN del clordiazepoxid en CD3CN.
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B CARACTERITZACIO FOTOFISICA, FOTOQUIMICA |
FOTOBIOLOCIGA

Bl TAULES PER A L’ESTUDI DE LA INTERACCIO COMPOST-
PROTEINA

Taula 23: Dissolucions a preparar per a I'assaig CDZ-ASH.

Concentracio Equivalents Concentracio Veos
CDhz ASH ASH (L)
(uM) (uM)

3

02 4 12 3

20 0’5 10 60 30 3

1 20 60 3

2 40 120 3

Taula 24: Dissolucions a preparar per a l'assaig DEM-ASH.

Concentracié Equivalents Concentracid

DEM 4 Aer ASH

(UM) (UM)
0 0 0 3
02 4 12 3

20 0’5 10 17°2 30 3
1 20 60 3
2 40 120 3

Taula 25: Dissolucions a preparar amb diverses concentracions d’ ASH.

Concentracio

Equl&vsalllents :ﬁ\/l'_') XJAS
02 4 12 3
0’5 10 30 3
1 20 60 3
2 40 120 3
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B2 ASSAIG NRU

En primer lloc, es van a exposar les concentracions utilitzades per a realitzar 1’assaig NRU
descrit en I’apartat 4.2.3.4 en les Taules 26 i 27.

Taula 26: Volum de dissoluci6 de estoc a afegir per a cada concentraci6 en funci6 del compost.

Concentracio Concentracio .
: . Volum aliquota Volum estoc
Compost d’estoc aliquota L) L)
(mM) (HM)
500 12’5
4
100 2’5
500 5
1
25 2’5
CpPz 100
0’5 12°5 2’5
6’25 2’5
025 3’13 1’3
1’57 0’65
1000 25
4 500 12’5
100 2’5
500 5
SDS 1 100
25 2’5
0’5 12°5 2’5
6’25 2’5
0’25
3’13 1’3
500 2
25
250 1
10 100 1
5 50 1
CDz 100
2’5 25 1
1 10 1
0’5 5 1
0’25 2’5 1
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A partir de les dades de la Taula 26 es calcula les aliquotes que cal preparar a partir de la
dissolucié mare de 4 mM per als compostos de control i de 25 mM per al CDZ. La resta per a afegir
fins al volum total sera PBS per a CPZ i SDS i DMSO per a CDZ.

Taula 27: Calcul de les aliquotes a preparar de cada compost a partir de la dissoluci6 de estoc de cadascun.

Concentracio

C . Volum aliquota Volum total
ompost aliquota L) L)
(mM) M M
CPz 0’5 50 100
0’25 50
1 50 200
SDS 0’5 50 100
0’25 50 100
10 20
5 25
2’5 25
CDhz 50
1 20
0’5 25
0’25 25

B3 IRRADIACIO COMPOST-PROTEINA

Els volums de cada farmac i de proteina a afegir en cada dissoluci6 son els mostrats en la Taula
28. El volum restant fins a assolir els 6 mL de cada dissolucié correspon a volum de PBS.

Taula 28: Volum de dissoluci6 de farmac i de proteina que cal incorporar en cada mostra.

Dissolucié \?;rI‘J“)aC Y;:\ISJ; E/rrT;I):a)l
CDZ-ASH (1:2) 34°4 240 e
DEM-ASH (1:2) 120 240 6

ASH 240 6

Vi
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C SEGURITAT

A continuacio es detallaran els pictogrames de seguretat, les indicacions de perill i les
declaracions de prudéncia dels reactius quimics utilitzats en la realitzacié d’aquest treball, els quals
han sigut els segiients: acetat d’etil, acid acétic, acetonitril, diclormeta, dimetilsulfoxid i tamp¢ sali
de fosfat (PBS).

C1 ACETAT D’ETIL

- ldentificaci6 del producte:

= Nom del producte: Acetat d’etil

= Cat No.: 268350000; 268350010; 268350025; 268350040
= Sinonim: Ester etilic de I’acid acétic

= N°CAS: 141-78-6

= N°CE: 205-500-4

= Férmula molecular: C4HsO-

= NCde registre REACH: 01-2119475103-46

- Pictogrames de sequretat:

- CLP classificacio

= Perill fisic:
o Liquids i vapors molt inflamables

= Perill per a la salut:

o Lesions o irritacions oculars greus
o Toxicitat especifica de 1’0rgan blanc (Unica exposicio)

= Perill per al medi ambient:

o A la vista de les dades disponibles, no es compleixen els criteris de
classificacio

- Indicacid(ns) de perill:

= H225 Liquid i vapors molt inflamables.
= H319 Provoca irritacié ocular greu.
= H336 Pot provocar somnoléncia o vertigen.
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= EUHO066 L'exposicid repetida pot provocar sequedat o formacid de clivelles en la
pell.

- Declaracié(ns) de prudéncia:

= P210 Mantenir allunyat de la calor, superficies calentes, espurnes crides al descobert
i altres fonts d'ignicié. No fumar.

= P240 Presa de terra i enlla¢ equipotencial del recipient i de I'equip receptor.

= P243 Presa de mesures de precaucidé davant descarregues eléctriques.

= P261 Evitar respirar la pols/ el fum/ el gas/ la boira/ els vapors/ I'aerosol.

= P280 Portar guants/peces/portes mala sort/mascara de proteccio.

= P303+P361+P353 EN CAS DE CONTACTE AMB LA PELL (o els pels): Llevar-
se immediatament les peces contaminades. Rentar-se la pell amb aigua o dutxar-se.

= P305 + P351 + P338 EN CAS DE CONTACTE AMB ELS ULLS: Esbandir amb
aigua acuradament durant diversos minuts. Llevar les lents de contacte quan siguen
presents i puga fer-se amb facilitat. Prosseguir amb la rentada.

= P403 + P235: Emmagatzemar en un lloc ben ventilat. Mantenir en un lloc fresc.

C2 ACETONITRIL

- ldentificaci6 del producte:

= Nom del producte: Acetonitril

= Cat No.: A955-212, A955-500, A955-1

= Sinonim: AN; Clorur de metil

= NC°CAS: 75-05-8

= N°CE: 200-835-2

= Férmula molecular: C;HsN

= NOde registre REACH: : 01-2119471307-38

- Pictogrames de sequretat:

- CLP classificacio

= Perill fisic:
o Liquids inflamables

= Perill per a la salut:

Toxicitat aguda oral

Toxicitat aguda cutania

Toxicitat aguda per inhalaci6 - vapors
Lesions o irritacions oculars greus

O O O O
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Perill per al medi ambient:

o A la vista de les dades disponibles, no es compleixen els criteris de
classificacio

Indicacio(ns) de perill:

H225 Liquid i vapors molt inflamables.
H302 + H312 + H332 Nociu en casos d’ingesta, contacte amb la pell o inhalaci6.
H319 Provoca irritacio ocular greu.

Declaracio(ns) de prudéncia:

P210 Mantenir allunyat de la calor, superficies calentes, espurnes crides al descobert
i altres fonts d'ignicié. No fumar.

P261 Evitar respirar la pols/ el fum/ el gas/ la boira/ els vapors/ I'aerosol.

P270 No menjar, beure ni fumar durant el seu us.

P280 Portar guants/peces/ulleres/mascares de proteccid. Llevar les peces de
proteccio. Llevar les ulleres o la mascara de proteccio.

P302 + P352 EN CAS DE CONTACTE AMB LA PELL: Rentar amb aigua i sab6
abundantment.

P304 + P312 EN CAS D’INHALACIO: Trucar a un CENTRE D’INFORMACIO
TOXICOLOGICA 0 a un metge si la persona es troba malament.

P305 + P351 + P338 EN CAS DE CONTACTE AMB ELS ULLS: Esbandir amb
aigua acuradament durant diversos minuts. Llevar les lents de contacte quan siguen
presents i puga fer-se amb facilitat. Prosseguir amb la rentada.

P403 + P235: Emmagatzemar en un lloc ben ventilat. Mantenir en un lloc fresc.

C3 ACID ACETIC

Identificacié del producte:

Nom del producte: Acid acétic glacial

Cat No.: A/0360/25, A/0360/27, A/0360/17AU, A/0360/PB08, A/0360/PB15,
A/0360/PB17, A/0360/PB21

Sinonim: Acid etanoic, acid acétic glacial, acid metacarboxilic

N° CAS: 64-19-7

N° CE: 200-580-7

Férmula molecular: C,H40;

N° de registre REACH: : 01-2119475328-30

Pictogrames de sequretat:
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- CLP classificacio

= Perill fisic:
o Liquids inflamables

= Perill per a la salut:

o Corrosié o irritacié cutania
o Lesions o irritacions oculars greus

= Perill per al medi ambient:

o A la vista de les dades disponibles, no es compleixen els criteris de
classificacio

- Indicacid(ns) de perill:

= H226 Liquid i vapors inflamables.
= H314 Provoca cremades greus en la pell i lesions oculars greus.

- Declaracié(ns) de prudéncia:

= P210 Mantenir allunyat de la calor, superficies calentes, espurnes crides al descobert
i altres fonts d'ignicié. No fumar.

= P240 Connectar a terra/enllag equipotencial del recipient i de 1’equip de recepcio.

= P260 No respirar el gas/els vapors/I’aerosol.

= P280 Portar guants/peces/ulleres/mascares de proteccio. Llevar les peces de
proteccio. Llevar les ulleres o la mascara de proteccio.

= P301 + P330 + P331 EN CAS D’INGESTA: Esbandir-se la boca. No provoca
vomits.

= P303 + P361 + P353 EN CAS DE CONTACTE AMB LA PELL: Llevar-se
immediatament les peces contaminades. Rentar-se amb aigua i sab6 abundantment.

* P304 +P312 EN CAS D’INHALACIO: Traslladar la victima a I’exterior i mantenir-
la en repos en una posicié comoda per a respirar.

= P305 + P351 + P338 EN CAS DE CONTACTE AMB ELS ULLS: Esbandir amb
aigua acuradament durant diversos minuts. Llevar les lents de contacte quan siguen
presents i puga fer-se amb facilitat. Prosseguir amb la rentada.

= P403 + P235: Emmagatzemar en un lloc ben ventilat. Mantenir en un lloc fresc.

C4 DICLORMETA

- ldentificacio del producte:

= Nom del producte: Diclormeta

= Cat No.: D/1857/PB17, D/1857/15, D/1857/17, D/1857/27SS, D/1857/10RSS,
D/1857/21RSS, D/1857/24RSS, D/1857/25RSS, D/1857/30RSS, D/1857/34RSS,
D/1857/27RSS

= Sinonim: DCM; Clorhidric de metile

= N°CAS: 75-09-2
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= N°CE: 200-838-9
= Formula molecular: CH.Cl,
= NOde registre REACH: : No disponible

O®

- Pictogrames de seguretat:

- CLP classificacio

= Perill fisic:

o A la vista de les dades disponibles, no es compleixen els criteris de
classificacio

= Perill per a la salut:

Corrosi6 o irritacié cutania

Lesions o irritacions oculars greus.

Carcinogenicitat.

Toxicitat especifica de 1’0rgan blanc (Gnica exposicio).

O O O O

= Perill per al medi ambient:

o A la vista de les dades disponibles, no es compleixen els criteris de
classificacio

- Indicacid(ns) de perill:

= H315 Provoca irritacio cutania.

= H319 Provoca irritaci6 ocular greu.

= H336 Pot provocar somnoléncia o vertigen.
= H351 Se sospita que provoca cancer.

- Declaracié(ns) de prudéncia:

= P261 No respirar la boira/els vapors/1’aerosol.

= P280 Portar guants/peces/ulleres/mascares de proteccio. Llevar les peces de
proteccio. Llevar les ulleres o la mascara de proteccio.

= P302 + P352 EN CAS DE CONTACTE AMB LA PELL: Rentar amb aigua i sabd
abundantment.

= P305 + P351 + P338 EN CAS DE CONTACTE AMB ELS ULLS: Esbandir amb
aigua acuradament durant diversos minuts. Llevar les lents de contacte quan siguen
presents i puga fer-se amb facilitat. Prosseguir amb la rentada.

= P312 Trucar a un CENTRE D’INFORMACIO TOXICOLOGICA o a un metge en
cas de malestar.
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C5 DIMETILSULFOXID

No es tracta d’una substancia o mescla perillosa segons ’acord amb el Reglament (CE) n°
1272/2008.

C6 TAMPO SALI DE FOSFAT

No es tracta d’una substancia o mescla perillosa segons I’acord amb el Reglament (CE) n°
1272/2008.
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