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CAPITULO

OBJETIVOS e INTRODUCCION

1.1)  Trasfondo y Relevancia

La esquizofrenia es una enfermedad mental sumamente incapacitante que afecta
el pensamiento, las emociones y la conducta del paciente. Esta condicion tiene una
prevalencia de por vida de aproximadamente 1%.""" Los farmacos antipsicéticos,
también llamados neurolépticos, se caracterizan por mostrar su eficacia maxima en
el tratamiento de algunas psicosis organicas, toxicas e idiopaticas de naturaleza
esquizofrénica. Estos farmacos se dividen en dos grupos: (a) antipsicéticos tipicos
(primera generacion) y (b) antipsicéticos atipicos (segunda generacion). El término
neuroléptico proviene del sindrome farmacolégico complejo que estos compuestos
producen en los humanos y otros animales. Cuando los antipsicéticos se administran
a personas no psicoticas, estos producen el denominado sindrome neuroléptico. Este
sindrome se caracteriza por una quietud emocional, retraso psicomotor, indiferencia
afectiva, y suefio aparente. La persona sufre una desaferentizacion sensorial (se
bloquean los estimulos externos, se comporta en forma tranquila y sosegada), aunque

ésta es capaz de responder y atender a estimulos suficientemente fuertes.”’
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En el afio 2002 la Organizacion Mundial de la Salud estimé que 154 millones de
personas en el mundo sufrian de depresion. La carga econémica y social que
representan las enfermedades depresivas ha estado en un continuo aumento.”™ De
hecho, ladepresiéon es una de las enfermedades mas frecuentes en la poblacién adulta
de los Estados Unidos (EE.UU.) y Europa. Aproximadamente 19 millones de adultos
estadounidenses (10% de la poblacion mayor de 18 afios) tiene un trastorno
depresivo.”®’ El costo economico de la depresion en los (EE.UU.) en 1990 fue

! Esta cantidad incluye solamente los costos directos del

estimado en $44 billones.
tratamiento y no los costos asociados a suicidios y la pérdida de productividad en el
lugar de trabajo. En efecto, se estima que para el afo 2020, la depresion ocupara el
segundo lugar en términos del costo global de enfermedades.”! Después de que el
Instituto Nacional de Salud Mental de los EE.UU. iniciara el programa de
reconocimiento y tratamiento de la depresion, alrededor de un 80-90% de los
pacientes depresivos son tratados exitosamente con antidepresivos.[s] Los farmacos
antidepresivos son el apoyo principal para el tratamiento de la depresion y

aproximadamente 65% de los pacientes responden positivamente a la terapia con

antidepresivos e, incluso, se recuperan completamente.

En 2010, el mercado mundial de los farmacos antipsicéticos obtuvo un margen
de ganancias de mas de $1.8 billones. En este grupo, los productos lideres en venta
corresponden al grupo de los antipsicoticos atipicos con mas de $1.5 billones en
ganancias. Los antipsicéticos atipicos de mayor comercializacion en Espanaincluyen
amisulprida, clozapina, olanzapina, quetiapina, risperidona y ziprasidona. En marzo
de 2004, la Agencia Espafiola de Medicamentos alerté sobre los problemas de
seguridad detectados en los antipsicéticos atipicos olanzapinay risperdiona. Cuando
se utilizan en pacientes ancianos con trastornos psicéticos y/o de conducta asociados
ademencia, estos medicamentos aumentan el riesgo de accidentes cerebro-vasculares

(ACV). Enenero de 2005, el Ministerio de Sanidad y Consumo de Espafia decidi6 que
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los pacientes mayores de 75 afios deberian de mantenerse bajo control antes y

durante la dispensacién de antipsicoticos atipicos.

Los antidepresivos se usan, en términos generales, para aliviar el dolor o la fiebre,
prevenir los ataques epilépticos y tratar la ansiedad, la mania, la depresion y la
esquizofrenia. Aunque hoy dfa existen mas de 20 farmacos antidepresivos aprobados
por la FDA, continta la blsqueda de farmacos mas eficaces que tengan menos
efectos secundarios perjudiciales.””’ Durante la altima década, se han desarrollado
nuevas clases de farmacos antipsicéticos, los que - a pesar de su diversidad estructural
- comparten la capacidad para modular la neurotransmision y producir efectos
adversos indeseables. Los antidepresivos triciclicos (ADT) de la primera generacion
siguen siendo una opcién importante para el tratamiento farmacolégico de la
depresion. Estos habian sido substituidos por inhibidores selectivos a la serotonina
(SSRI) como medicamentos antidepresivos de primera linea, principalmente por la
tolerabilidad y seguridad de los nuevos compuestos.“o'1 " Sin embargo, estos nuevos
antidepresivos no han probado ser mas eficaces que los ADT, especialmente en el
tratamiento de la depresion severa.'”"? Sin embargo, todos los antidepresivos tienen
varios efectos adversos, los que pueden ser tan graves que no se pueden prescribir a
ciertos pacientes. Dependiendo de la respuesta especifica del paciente y la estructura
molecular del farmaco, los antidepresivos pueden producir disquenia tardfa,
parkinsonismo, irregularidades menstruales, hipertensiéon, cataratas, alergia y

g ., [13-16
fotosensibilizacion.! )

La fotosensibilizacion se produce por reacciones anormales en la piel de animales
y humanos inducidas por radiaciéon de ciertas longitudes de onda. Estas ocurren,
especificamente, cuando la luz solar incide en la piel en presencia de compuestos
fotosensibles (end6genos o exégenos), como farmacos, metabolitos de farmacos o

. ., . 7- . .
sustancias fotodinamicas (colorantes)."" "' Este tipo de fotorreacciones se afectan por
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factores como: la estructura molecular del farmaco, el lugar donde se localiza el
farmaco en la piel, la concentracion del farmaco, la frecuencia de medicacion, la
longitud de onda de la luz, la intensidad de la luz, el grado de pigmentacion de la
piel por la melanina, y el estado inmunolégico de la persona afectada."”’ La
fotosensibilizacion, a su vez, es el evento inicial que induce muchos cambios
biolégicos, tales como: fotogenotoxicidad, fotogenomutagenicidad vy

[20-21] S|

fotocarcinogénesis. la intensidad o duracion de la interaccion

farmaco-radiaciéon es extensa, pueden dafarse algunos 6rganos internos. Los

componentes biologicos propensos a la fotosensibilizacion son las membranas
, . . . . 22

celulares, los organulos citoplasmicos y el nacleo™, los cuales producen efectos

menores como reacciones cutaneas (eritema, prurito, urticaria y sarpullido) o efectos

]

. i~ (23
severos tales como mutaciones genéticas, melanoma, etc.“”. El uso de productos

que contienen agentes fotorreactivos también puede agravar enfermedades pre-

existentes en la piel (eccema, herpes, etc.) y precipitar enfermedades autoinmunes

241 | a fototoxicidad es una forma de

fotosensibilidad que no depende de una respuesta inmunol()gicam’ZS], esta

(VIH, lupus eritematoso, artritis reumatoide).

relacionada con la dosis y se produce en casi la totalidad de personas que tome o se
aplique una cantidad moderada del agente fotosensible y radiacion. La respuesta

L . . pe . ., . . . . 17
fototoxica se manifiesta como una inflamacion y pigmentacion en la piel.l'”!

Los antipsicoticos principales estudiados en este trabajo son cloroprotixeno (CPTX
3b) y metotrimeprazina (MTP 4b, actualmente conocida como Levomepromazina,
LPZ), los cuales pertenecen a la familia de antipsicéticos triciclicos (ADT, Fig. 1.1).
CPTXy MTP se usan para en el tratamiento de trastornos psicéticos (esquizofrenia) y
de la mania aguda que se produce como parte de los trastornos bipolares.m MTP
también puede usarse con precaucion en el tratamiento de depresiones agitadas, ya
que puede causar acatisia como efecto secundario, lo que podria empeorar la

agitacion. Se utiliza, ademas, en pequefias dosis para el tratamiento de nauseas e

Pagina - 4 de 200 -


http://Vassileva�S�G,�Mateev�G,�Parish�L�C�(1998)�Antimicrobial�Photosentivity�Reactions;�Arch.�Int.�Med.�158,�1993-2000.�
file:///|//Lhiaubet-Vallet�V,�Trzcionka�J,�Encinas�S,�Miranda�M�A,�Chouini-Lalanne�N�(2004)�The�Triplet�State�of�N-phenylphtalimidine�with�High�Intersystem�Crossing�Efficiency/�Characterization�by�Transient�Absorption�Spectroscopy�and�DNA�Sensitization�Properties;�J.�Ph
http://Murphy�G�M�(2004)�Investigation�of�Photosensitive�Disorders;�Photodermatol.�Photoimmunol.�Photomed.�20,�305-311.�
http://Epe�B�(1993)�DNA�Damage�Induced�by�Photosensitization.�In�DNA�and�Free�Radicals�(Eds.�Halliwell�B�and�Aruoma�O�I),�Ellis�Harwood,�pp.41-65�New�York.
http://Beijersbergen�G�M�(1981)�The�Interference�of�Light�in�Pharmacotherapy;�Pharmaceutisch�Weeklab.�Sci.�Ed.�3,�85-95.�
http://Reid�C�D(1996)�Chemical�Photosensitivity:�Another�Reason�to�Be�Careful�in�the�Sun.�FDA�Consumer�Magazine;�
http://Buck�M�(1998)�Drug-induced�Photosensitivity;�Pediatr.�Pharm.�4,�1-4.�

Fotoguimica y Fotofisica de Farmacos Neurolépticos Capitulo 1 - Objetivos e Introduccion

insomnio. En Europa, este medicamento esta aprobado para el tratamiento del dolor
cronico idiopético. CPTX, por su parte, tiene una fuerte actividad sedante, pero esta

acompanado de una alta incidencia de efectos adversos anticolinérgicos.

6 / 4
Y Figura 1.1
- 2 Estructuras, numeracion y
8 i i abreviaciones de los
0 ¥ 1 Rz compuestos estudiados en
R1 este trabajo.
Grupo R, N°.  Abrev. Nombre Coman

Fenotiazinas [X =N; R, =H]

Y =S5 H la PH Fenotiazina
Cl 1b CPH Clorofenotiazina
OCH;, 1c MOPH Metoxifenotiazina

Y= SO H 1d PHSO Sulféxido de Fenotiazina
OCH, 1le MOPHSO  Sulféxido de MOPH

Promazinas [X = N; R, = (CH,),N(CH,),]

Y=S H 2a Pz Promazina

Cl 2b CPZ Cloropromazina

CF, 2c TFMPZ Trifluorometil promazina
Y= SO H 2d PZSO Sulféxido de PZ

Cl 2e CPZSO Sulféxido de CPZ

CF, 2f TFMPZSO  Sulféxido de TFMPZ
Y = SO, Cl 2g CPZSO, Cloropromazina-Sulfona
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Grupo

R,

N°.

Abrev.

Nombre Comin

Tioxanteno [X = C; R, = Z-(CH,),N(CH,),] y Tioxantona [X=C; R, =O |

Y=S
Z=CH

Y =S
X-R, =C:O

Y =
R, = CH,

Y =50
Z=CH

Z = (OCH,CH,)CH,

H

Cl

Cl

Cl

Cl

Cl

Cl

Cl

(8]

PTX

CPTX

CTX

CMTX

CPTXSO

CTxOH

CTxOMe

CTxOEt

Protixeno
Cloroprotixeno

Clorotioxantona

Clorometilenotioxanteno

Sulfoxido de CPTX

2-cloro-9-(3-dimetil-amino
propil)tioxanten-9-ol

[3-(2-cloro-9-metoxi-9H-ti
oxanten-9-il)- propil]-dietil
amina

[3-(2-cloro-9-etoxi-9H-
tioxanten-9-il)-propil]-
dietil-amina

Promazinas con actividad o6ptica [X = N; R, = CH,(CHCH,)CH,NZ]

Y=5§
Z = (CH,),

Y =50
Z=(CH,),

H
Cl
OCH,
CN
OCH,

4a
4b
4c
4d

4e

TP
CTP
MTP
CMZ
MTPSO

Trimeprazina
Clorotrimeprazina
Metotrimeprazina
Ciamemazina

Sulféoxido de MTP
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Grupo R, N°.  Abrev. Nombre Comin
Y=S OCH,  4f MTPNO N-Oxido de MTP
Z = O(CH,),
Y =50 OCH, 4g MTPSONO N-Oxido de MTPSO
Z = O(CH,),

Como muchos otros medicamentos importantes, algunos antipsicéticos pueden
tener isémeros Opticos y/o geométricos. A menudo estos isomeros difieren en sus
: -~ NP o [26-28] :
propiedades farmacolégicas, toxicolégicas y farmacocinéticas. Por ejemplo, el
isomero geométrico de CPTX con actividad terapéutica es el que tiene configuracion
29-30 . - - -
77939 En el caso de MTP, el isomero 6ptico con actividad terapéutica es el R (rota
la luz polarizada negativamente). La isomerfa, en general, tiene un efecto importante

. . ., o pue 2 . . 2 .
en la distribucion™", la farmacocinética®”' y el seguimiento terapéutico”®*' de los

[3

ADT y otros medicamentos psiquiatricos 351 Sin embargo, algunos medicamentos

todavia se administran como mezclas de isomeros, obviamente bajo la suposicion de
que el isbmero no-activo tampoco es toxico. Ademas, debido a la dificultad de
purificar los isbmeros, hay variaciones en las formulaciones comerciales de estos

[35]

farmacos.”” Sin embargo, también se ha demostrado que la isomeria controla las

vias metabdlicas y fotoquimicas de estos farmacos, los que - a su vez - pueden

d [34,35,36]

determinar su fototoxicida Es por esta razén que la fotoisomerizacion en

vivo de algunos farmacos puede afectar la actividad y el espectro de efectos adversos

de dichos farmacos.>”!

Este es el caso de algunos derivados de tioxanteno como
Flupentixol (FPX) y CPTX, cuya irradiacién con A > 300 nm induce una rapida
isomerizacion Z/E. Las interacciones entre el farmaco y las diferentes dianas (enzimas
metabolicas, proteinas de transporte y los receptores del sistema nerviosos central) son

tridimensionales. Esto hace que las interacciones sean especificas con una de las
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formas isoméricas del farmaco. Portal razén, el uso de farmacos enantioméricamente
puros tiene las siguientes ventajas: reduccion de la dosis total del farmaco
administrado, la simplificacion en la medicion de dosis-respuesta y se minimiza la

.. . s . . 37-38
toxicidad que introduce el isbmero inactivo.”’

1.2) Planteamiento del Problema

Los antipsicéticos tipicos constituyen un grupo de medicamentos de naturaleza
quimica muy heterogénea (Ver Fig. 1.1), pero con un mecanismo de accioén a nivel
de sistema nervioso central bastante coman. Casi todos actan fundamentalmente
por bloqueo de receptores dopaminérgicos D2. Sin embargo, la efectividad y la
intensidad de los efectos secundarios de estos farmacos si depende marcadamente de
su estructura. La estructura molecular de estos medicamentos varia, principalmente,
por los grupos sustituyentes del sistema fenotiazinico. En las promazinas 2, por
ejemplo, la cadena amino-alifdtica es indispensable para el mantenimiento de las
propiedades antipsicoticas. La substitucion de un cloro en R, origina una asimetria en
el nacleo fenotiazinico, lo que incrementa su accion farmacolégica. La substitucion
por un grupo CF, en la misma posicién, incrementa ain mas las acciones
antipsicoticas y antieméticas de las fenotiazinas. Las drogas menos potentes de esta
familia son las que, en vez de la cadena amino-alifatica, contienen una piperidina.
La mas conocida es la tioridazina, la cual se prescribe en casos de esquizofrenia con
sindromes depresivos. En dosis iguales, si se toma la accion neuroterapéutica de CPZ
2b como referencia, la flufenazina es aproximadamente 20 veces mas potente, y la
trifluoperazina y tioproperazina son 10 veces mas. La tioridazina, por otra parte,
posee solo la mitad de la actividad farmacolégica de CPZ. De igual forma, los

derivados con un grupo piperazina o piperazinil en la cadena lateral son activos en

Pagina - 8 de 200 -


http://Caldwell�J�(1992)�The�Importance�of�Stereochemistry�in�Drug�Action�and�Disposition;�J.�Clin.�Pharm.�32,�925-929.�
http://Caldwell�J�(1996)�Importance�of�Stereospecific�Bioanalytical�Monitoring�in�Drug�Development;�J.�Chromatogr.�A�719,�3-13.�

Fotoguimica y Fotofisica de Farmacos Neurolépticos Capitulo 1 - Objetivos e Introduccion

dosis menores que la CPZ. Los derivados de tioxanteno 3, que incluyen a CPTX 3b,
tienen diferenciacion geométrica. De todos estos compuestos, los que contienen

halégenos en la posicion R, inducen fototoxicidad en mayor grado.

Esta implicito que, aunque la quiralidad no es requisito para la actividad
farmacologica, si una sustancia activa es quiral se debe averiguar cual es la
orientacion espacial de los atomos responsables de la actividad farmacolégica. Esta
informacion es de vital importancia debido a que los enantiomeros tienen el potencial
de exhibir propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas diferentes, ya que el
cuerpo humano es un sistema quiral y - como tal - es capaz de diferenciar entre
enantiomeros. Es por eso que la legislacion sobre estos compuestos exige que, en lo
posible, los farmacos deben ser enantiopuros. Las ventajas en dicha pureza son las
siguientes: se pueden disminuir las dosis a solo una fraccién de lo requerido para la
mezcla racémica, se reducen los efectos secundarios, y se mejora la actividad
farmacolégica. Las diferencias farmacocinéticas entre isomeros (enantibmeros,
isbmeros geométricos o isbmeros estructurales) son de especial interés cuando hay
diferencias farmacodindmicas notables entre ellos, como en el caso de CPTX. Por tal
razon, la Administracion de Alimentos y Drogas de los EE.UU. (FDA, por su siglas en
inglés), comenz6 a dar pautas para desarrollar drogas terapéuticas que exhiben
estereoisomerismo en la década de los afos 90, a saber: (a) La identidad del producto
racémico, la calidad, la potencia y la pureza deben ser especificadas; (b) El perfil
farmacocinético y la potencial interconversion entre los enantiomeros debe
establecerse antes de su comercializacién y debe diferenciarse entre animales y
humanos; (c) Si la farmacocinética de ambos enantiomeros es diferente, deben de
estudiarse completamente para cada uno por separado; (d) Debe de establecerse la
actividad farmacolégica de cada isémero; y (e) La toxicidad de cada isomero debe de
establecerse primero por separado y luego como mezcla racémica, para excluir

cualquier efecto por interaccion entre los compuestos (sinergismo).  Esta
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reglamentacion como resultado el que para en el afo 2000 los farmacos quirales se

comercializaban enantioméricamente puros.

En resumen, es importante entender como la estructura quimica de los farmacos
en general, y laquiralidad en especial, afectan a la interaccion farmaco-receptory sus
efectos secundarios. La fototoxicidad es uno de los efectos adversos mas importantes
observados en el tratamiento con ADT, pero el mecanismo que induce esta respuesta
sigue siendo una incognita. Este efecto adverso se afecta por factores tales como: la
quiralidad molecular, la isomerfa cis/trans (Z/E) y la interaccion del farmaco con las
proteinas de la membrana. Estos factores también influyen otras propiedades
farmacologicas de los ADT, tales como la solubilidad, la actividad biolégica, la
distribucion, y la excrecion (metabolismo). Ademas, la formaciéon de metabolitos
activos como consecuencia de la desmetilacion o hidroxilacion de los ADT puede
contribuir positivamente al tratamiento terapéutico o intensificar los efectos adversos

39 por lo tanto, el objetivo principal de este trabajo es utilizar

de estos compuestos.
a CPTXy levopromazina 4 como modelos para conocer la fotofisica y la fotoquimica
de estos farmacos con el fin de determinar los mecanismos de fotorreaccién, los que
deben estar correlacionados con su fototoxicidad. Esta informacion, a su vez, debe
de contribuir al desarrollo de nuevos farmacos mas eficientes y con menos efectos

adversos.

1.3)  Objetivos

1.3.1)  Determinar las propiedades fotofisicas y fotoquimicas de zCPTX en
diferentes microambientes

z-Cloroprotixeno (zCPTX) es un farmaco de baja potencia que se utiliza

principalmente para el tratamiento de trastornos psicéticos. CPTX posee isomerfa
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geométrica, propiedad determinante en su actividad terapéutica. La mayoria de los
pacientes que usan este farmaco pueden tener una respuesta fotosensibilizante, que
se expresa como fotoalergia o fototoxicidad. Uno de los objetivos de este proyecto
es estudiar las propiedades fotofisicas y fotoquimicas de CPTX en diferentes
microambientes que simulen su comportamiento en vivo. A tales efectos, dichas
propiedades se estudiaran en funcion de los siguientes parametros: la polaridad del
disolvente, la concentracion de hidronio (pH) y la concentracion de oxigeno, entre
otros. Para detectar la formacion de intermedios de corta vida (S, y T,) y cuantificar
sus propiedades, se utilizaran técnicas de absorcion, de emision, y espectroscopia de
Laser. Esta informacién es vital para establecer los mecanismos de reaccién que
expliquen la posible formacién de fotoproductos o fotoaductos con biomoléculas

como ADN vy proteinas, responsables de la respuesta fototéxica de zCPTX.
1.3.2)  Determinar las propiedades fotofisicas de 2-clorotioxantona

2-Clorotioxantona (CTX) se utiliza como fotoiniciador para la reticulacion de
resinas sintéticas y para la preparacién de productos farmacéuticos como CPTX. Se
determiné previamente que CTX es uno de los fotoproductos que se obtiene al irradiar
CPTX conluzde 313 nm. La formacién de CTX es autocatalizada por un mecanismo
de transferencia de energia entre el estado excitado triplete de CTX y el estado raso
de CPTX. La razoén para estudiar las propiedades fotofisicas de este fotoproducto es
que el mismo tiene un coeficiente de absorciéon molar mayor que CPTX en la region
visible (400-420 nm), precisamente donde CPTX no absorbe. Es sumamente
conocido que la tioxantona (TX) posee un rendimiento cuantico de cruce
intersistémico de 66% en acetonitrilo y que el mismo depende del microambiente.
Un objetivo de este trabajo es medir las propiedades fotoffsicas de CTX en soluciones
de acetonitrilo / agua, con el propésito de determinar como se afectan las

propiedades de los intermedios de corta vida (S, y T,) en este microambiente. Esta
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informacion puede contribuir a explicar los efectos secundarios de fotosensibilizacion
de CPTX, los cuales se pueden intensificar como resultado de la formacién de CTX.
Ademas, estos resultados pueden ser utilizados para mejorar los estandares de calidad
en la produccion de CPTX (eliminar al maximo las impurezas de CTX) y el uso de

empaques que no permitan la entrada de luz ultravioleta-visible.

1.3.3) Determinar si Levomepromazina o sus fotoproductos inducen la

fotosensibilizacion de dimeros de timidina

Levomepromazina (LPZ) tiene una potencia antipsicotica mas baja que la
Cloropromazina (CPZ). Sin embargo, es usada en el tratamiento de la esquizofrenia
y para calmar el dolor, la nausea y el vomito en pacientes con enfermedades
terminales. La fotoconversion de LPZ o sus fotoproductos podrian tener el efecto
secundario de inducir la formacion de dimeros de timidina por transferencia de
energiao promover la cicloreversion de estos dimeros por transferencia de electrones.
Estudios previos hechos por nuestro grupo demuestran que los derivados de
Carprofeno tienen la propiedad dual de fotosensibilizar la dimerizacion de timidina
y reparar el fotoproducto (6-4). En términos estructurales la fenotiazina y el carbazol
son sistemas triciclicos y heterociclicos muy similares, que se difieren solo en la
cantidad de atomos del anillo central. La fenotiazina posee en las posiciones 5y 10
(anillo central) un &tomo de azufre y nitrogeno, respectivamente. Carbazol, por otro
lado, posee un atomo de nitrégeno en la posicion 9. Por lo tanto, es sumamente
relevante estudiar la fotofisica y fotoquimica de LPZ para determinar si las similitudes
entre LPZ, sus fotoproductos y el carprofeno se reflejan en sus efecto sobre timidina
o si, por otro lado, las pequefias modificaciones estructurales entre ellos redundan en

un comportamiento diferente en la dimerizaciéon de timidina.
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1.4)  Conceptos Fundamentales
1.4.1)  Fotofisica

La energia de un fotén esta cuantizada, segin describe la ecuacion de Planck,
donde h = 6.6256 x 107* J*s*fotén™' (constante de Planck), c = 2.9979 x 10°m*s’
(velocidad de la luz), A = longitud de onda de la radiacion (m), v = frecuencia de la

radiacion (s) y 1/A = namero de onda correspondiente (m™):

B he
A

E=hv

Las energias requeridas para las transiciones electronicas son del orden de
electron-voltios (1 eV = 8000 cm™). Los fotones que pueden inducir cambios en la
distribucion electronica se encuentran en la region ultravioleta-visible del espectro
electromagnético. Las longitudes de onda visible comprenden desde ~700 nm
(14000 cm™, luz roja) a 400 nm (25000 cm™, luz azul). La luz UV comprende la
region de 200-400 nm (50000 cm™-25000 cm™'). Esta region se subdivide en UVA
(315-400 nm), UVB (280-315 nm) y UVC (200-280 nm). Cuando las moléculas
absorben fotones de luz, ocurren cambios en su estructura electrénica que pueden
inducir cambios en la estructura molecular. Luego de la absorcion de un fotén, la
desactivacion de la molécula puede ocurrir por mecanismos fisicos, quimicos, o una
combinaciéon de ambos. En especifico, la absorcién de un fotén de luz ultravioleta
o visible produce un estado electrénico excitado en el que se alteran las interacciones
entre los 4tomos de la molécula. Como resultado, las moléculas en estados

electrénicos excitados a menudo tienen propiedades diferentes a las del estado raso.
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La intensidad de la radiacion absorbida disminuye a medida que pasa a través de

un medio absorbente, segiin la ley de Beer-Lambert-Bouguer (Ec. 1.2).

I e =T, %107 (1.2)

donde |45 = intensidad absorbida, |, = la intensidad incidente o total, b = longitud
del paso 6ptico (cm), C = concentracién molar de la especie absorbente (M) y € =
coeficiente de absorcion molar (M'cm™). Esta expresion se puede reordenar para

obtener una relacion lineal entre la concentracion y la absorcion del medio (Ec. 1.3).

I ps
A=£bC=—log%=—logT (1.3)
0

En esta ecuacion, la transmitancia (T) es la fraccion de la radiacion incidente
transmitida sin sufrir cambios y no tiene ningln efecto sobre el medio a través del
cual pasa. S6lo la luz absorbida puede inducir “foto-alteraciones” a la materia. Este
principio, denominado como la primera ley de la fotoquimica, fue propuesto por
Grotthuss (1817) y Draper (1843). So6lo los fotones absorbidos pueden producir
cambios fotoquimicos. La ley de Beer-Lambert-Bouguer (Ec.1.2) indica que la
absorcion es proporcional a la intensidad de la luz incidente. Por lo tanto, mientras
el paso 6ptico y la concentracion de la solucion no cambien, el producto de una
fotorreaccion depende linealmente del nGmero de fotones absorbidos. Esto significa
que si la intensidad de la luz incidente se duplica, el efecto fotoquimico tendria la
mitad de duraciéon. Este fendbmeno es denominado como reciprocidad y puede
verificarse experimentalmente. Las desviaciones en el principio de reciprocidad se
observan, principalmente, en los sistemas biolégicos. Estas desviaciones son
indicativas de que el mecanismo que conduce a los cambios observados es complejo.

La complejidad del mecanismo puede deberse a, entre otros procesos, los efectos de
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filtro internos, absorcion de multiples fotones, reacciones radicalarias, reacciones en
cadena, etc. La ley de Beer-Lambert-Bouguer sélo aplica para procesos
monofoténicos (baja intensidad), en los cuales los procesos de fototérmicos,
electromecanicos o fotoablativos son minimos. A altas intensidades de luz pueden
ocurrir procesos multifotonicos no-lineales. Estos procesos y la dependencia
exponencial de la intensidad de la luz son sumamente importantes en técnicas

espectroscopicas como fluorescencia y fot6lisis de destello laser (FDL).

Ademas de requerir un foton de energfa especifico, las transiciones electronicas
requieren ciertas reglas generales como la regla de simetria de orbitales, la ley de
multiplicidad de los estados, etc. La efectividad (permisividad) de una transicion

electronica puede medirse mediante la fuerza del oscilador (f), segtn la Ec. (1.4).

demct | 5L -
f=|—2=|F[&dv=432x10"F [ 5,dv (1.4)
j"'lrce vl ¥l

Este es un valor tedrico proporcional al coeficiente de absorcion molar (€). En esta
ecuacion, el conjunto de constantes fundamentales dentro de los corchetes tiene el
valor de 4.319 x 10° M cm?, F es un factor de correccion para los efectos del indice
de refraccion del disolvente, y el coeficiente de absorcion molar integrado es el area
bajo la curva de absorcion del espectro (obtenido del namero de onda, 0 en cm™) y
el coeficiente de absorcion molar (e en M'em™). La fuerza del oscilador, al igual que
la absorbancia, es una cantidad que no tiene unidades. Para valores de f cercanos
a1, latransicion electronica es altamente permitida. Paratransiciones prohibidas por
simetria o prohibidas por el spin (S,—T,), los valores de f son de aproximadamente
10" y 107, respectivamente. Este Gltimo valor indica que la transicion Sy—T, esta

prohibida y no ocurre.
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La absorcion de la luz es el primer y mas fundamental paso en una cadena de
procesos que describen la interaccion de la luz con la materia (Fig. 1.2, Diagrama de

Jablonski). La constante de rapidez de este primer paso es 10" s™.

La energia
absorbida por la molécula provoca que un electréon sea promovido a un nivel
electronico superior. La Fig. 1.2 ilustra los principales procesos fisicos (radiativos y
no radiativos) que pueden ocurrir para eliminar el exceso de energia. Los simbolos
Sy, S;, T,, etc., se refieren al estado fundamental (S,), el primer estado excitado singlete
(S,), primer estado excitado triplete (T,) y asi sucesivamente. Las lineas horizontales
representan los niveles de vibracion para cada estado electronico, las flechas rectas
indican las transiciones radiativas, y las flechas rizadas representan transiciones no-
radiativas. Los cuadros representan la multiplicidad de los estados electrénicos,
determinada por la sumatoria de los espines electronicos. Todas las transiciones de
un estado electrénico a otro se originan en el nivel vibracional mas bajo del estado
electronico inicial. Por ejemplo, la fluorescencia se produce s6lo desde el S,, debido
a que los estados singlete excitados de mayor energia (S,, etc.) se desactivan
rapidamente por conversion interna (Regla de Kasha). Esto implica que la constante
de rapidez del proceso de conversion interna es mayor que la constante de rapidez
de fluorescenciay, por lo tanto, es poco probable ver fluorescencia desde los estados

singletes excitados de mayor energfa.
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La fluorescencia (10” - 107 s) se define como la emision producida entre dos
estados de la misma multiplicidad, por ejemplo entre S,—S,. Considerando que la
molécula puede ser excitada a niveles vibracionales de mayor energia dentro del
estado singlete excitado (v > 0), estos pueden desactivarse rapidamente por relajacion
vibracional (relajacion térmico, 107 - 107 s). En resumen, el estado singlete excitado
se desactiva desde el estado vibracional cero ya sea por desactivacion no-radiativa
(colisiones con el disolvente o cruce intersistémico) o desactivacion radiativa (emision
de fluorescencia). Entre los maltiples factores que afectan la fluorescencia: se
encuentran: (a) las interacciones entre las moléculas excitadas y el entorno
disminuyen la probabilidad de desactivacion (eficiencia) por fluorescencia; (b) la
rigidez del sistema excitado aumenta la eficiencia de la fluorescencia; y (c) la

eficiencia de la fluorescencia es inversamente proporcional a la del cruce
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intersistémico (ISC, por sus siglas en inglés). Ademas, la fluorescencia muestra dos
caracterfsticas importantes: (a) puede aparecer como una imagen especular del
espectro de absorcion a longitudes de onda mayor (menor energia) y (b) puede
mostrar una estructura vibrénica, la que puede proporcionar informacién sobre las
constantes de fuerza de los enlaces en su estado fundamental. El estado singlete
excitado se caracteriza por la longitud de onda de emision, el tiempo de vida, la
energiarelativaal S,y la eficiencia de la fluorescencia. La diferencia entre el maximo
de absorcion y emision se conoce como el desplazamiento Stokes (cm™), el cual
provee informacion sobre la polaridad relativa del estado singlete excitado en
comparacion al estado electronico fundamental. Mientras mayor es el valor del
desplazamiento Stokes mayor es la diferencia en polaridad entre ambos estados

electronicos.

Aunque la regla del espin prohibe las transiciones entre estados de diferente
multiplicidad, el S, también puede desactivarse por cruce intersistémico S,—T,. La
eficiencia de este proceso es variable ya que también es sensible a muchos
parametros, a saber: (a) la probabilidad de acoplamiento espin-orbital aumenta el
cruce intersistémico; y (b) la presencia de atomos pesados (cobre, estafo, rutenio,
bromo, yodo, etc.) en la molécula o el disolvente favorecen el acoplamiento espin-
orbital. ~ Sin embargo, estos parametros también aumentan las transiciones
no-radiativas (conversion interna). Luego, el triplete excitado T, puede desactivarse
por conversion térmico (10”7 - 107 s) o por emision de fosforescencia (107 - 107 s).
Esta emision se produce entre dos estados de multiplicidad diferente (T,—S,) y tiene
un tiempo de vida mayor al de la fluorescencia. Usualmente, la fosforescencia se
produce a una energia mas baja (mayor longitud de onda) que la fluorescencia. Al
igual que con fluorescencia, en muchos casos la emision de fosforescencia se
aproxima a una imagen especular de la absorcion de estado fundamental. Del mismo

modo la emision de fosforescencia puede mostrar la estructura vibracional del estado
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fundamental de la molécula. Una caracteristica Gtil de medir el espectro de
fosforescencia de una molécula es que puede proporcionar una medida directa de la
energia del estado excitado triplete (T,). El estado T, se caracteriza por la longitud de
onda de emision, el tiempo de vida, la energfa relativa al S,, y la eficiencia de la

fosforescencia.

Ademas de todos los mecanismos fotofisicos de desactivacion discutidos para el
S, y el T, (Fig.1.2, Diagrama de Jablonski), la molécula excitada (A) puede
interaccionar con una segunda molécula (A, B, C,---) que este en el mismo
microambiente, ya sea excitada o en el estado raso. Esta interaccion introduce un
nuevo mecanismo de desactivacion, el cual puede ser por inhibicion fisica de la
molécula excitada o por una reaccion quimica (fotorreaccion, Fig. 1.3). Lainhibicion
puede ocurrir por una transferencia de energia (inhibiciéon fisica) o de electrén
(inhibicion quimica). Si el electrén se transfiere de la molécula excitada a cualquier
molécula que este en el microambiente, entonces se forma un cation radical, el cual
suele ser menos reactivo que el S, y el T, (tiene un tiempo de vida mucho mayor al
de ambas especies). Por otro lado, la desactivacion por transferencia de energia
puede ocurrir por dos mecanismos conocidos como dipolo-dipolo (Forster) o de
intercambio de electrones (Dexter). En el mecanismo Forster la transferencia de
energiade excitacion ocurre entre entidades moleculares separadas por distancias que
exceden considerablemente la suma de sus radios de Van der Waals. Esta
transferencia se describe en términos de una interaccion entre los momentos bipolares
de transicion (mecanismo dipolar). Este mecanismo es mas probable en procesos de
emision por fluorescencia. En el mecanismo Dexter ocurre un intercambio
simultaneo de electrones entre la molécula excitada (A) y la molécula no excitada (B).

Este mecanismo es predominante entre estados de multiplicidad triplete.
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FOTORREACCION

Figura 1.3
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Las propiedades fisicas y quimicas de una molécula se determinan principalmente
por la distribucion de sus electrones (densidad electronica). A diferencias de las
reacciones en el estado raso (térmicas), las fotoquimicas son el resultado de la nueva
distribucion electronica del estado excitado producido por la absorcién de fotones.
La absorcién de un fotén UV por croméforos organicos puede promover la excitacion
de un electron en un orbital molecular enlazante (n) a un orbital molecular anti-
enlazante (7*). Los orbitales anti-enlazantes son aquellos en los que las fuerzas
electronicas son repulsivas, debilitan los enlaces en la molécula y la hacen menos
estable y mas reactiva. Esta transicion electrénica se representa de forma nr*. Los
fotones absorbidos con suficiente energia también pueden producir transiciones nt*
(Fig.1.4 ). En ambos casos, el momento dipolar de la molécula debe cambiar durante
la transicion y la magnitud del coeficiente de absorcion molar depende del grado de
superposicion espacial entre los orbitales moleculares inicial y final. En general, la
superposicion es menor entre el estado inicial ny el estado final n*. Por esa razon,
los valores de absortividad molar para las transiciones nn* estan en el intérvalo de 10"

a 10> M'em™', mientras que para las nn* tienen valores entre 10* y 10° M'ecm™.

Pagina - 20 de 200 -



Fotoguimica y Fotofisica de Farmacos Neurolépticos Capitulo 1 - Objetivos e Introduccion

A

T+ - Figura 1.4
< Transiciones electronicas
n.G N7+ y 7.
= T
[
2 T
[T

n T

1.4.2) Fotocinética

El rendimiento cuéntico (eficiencia cuantica) se define s6lo para procesos
iniciados por la absorcion de un fotén. Numéricamente, este es igual al nGmero de
veces que ocurre dicho proceso por cada fotén absorbido (¢ = rapidez del proceso/
l\zs). Debido a que cada estado excitado tiene varios mecanismos paralelos de
desactivacion, incluyendo reacciones quimicas, el rendimiento cuantico de cada
proceso es tipicamente un nimero entre 0 y 1 (excepto en circunstancias especiales,
como las reacciones radicalarias). La suma de los rendimientos cuanticos de todos
los procesos que se generan de la absorcion de un fotén debe ser igual a uno. Si una
molécula M absorbe fotones con intensidad |,, la cantidad de moléculas excitadas
depende solo de la luz que absorba (1,5, Principio de Grotthuss—Draper). El esquema
(1.5) es una representacion matricial del diagrama de Jablonski para la formacioén del

estado S,. La rapidez de cada proceso es proporcional a la concentracion de 'M*:
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=

. & .
'M* —f= 5 M+hy, ko[ #]
AMx By M *scalor kg M *]

'‘M* —5= 5 M+ calor K [*ar #]

Como el estado excitado S, es un intermedio de corta duracion, su tiempo de vida
es extremadamente pequefio y se desactiva a su velocidad de formacion (l,55). Por
lo tanto, 1,55 tiene que ser numéricamente igual a la suma de la velocidad de todos

los procesos de desactivacion (aproximacion del estado estacionario):

L yps = z kf[lﬂ’f*} (1.6)

I=pao

Esta expresion considera el hecho de que todos los procesos fotofisicos del estado
singlete son de primer orden. Luego, el rendimiento cuantico de la fluorescencia -

por ejemplo - se determina mediante la siguiente ecuacion:

kM) kM) R,

Les 2E[M] Xk (1.7)

Pr =

Estas relaciones y el mecanismo del esquema correspondiente (Ec. 1.5) pueden
obtenerse aplicando el concepto de eficiencia fotoquimica (n) al siguiente diagrama
resumido de Jablonski (B = otro reactivo). La eficiencia de un proceso fotoquimico
mide la velocidad relativa del proceso que involucre una especie con respecto a la
suma de las velocidades de todos los procesos paralelos que consumen dicha

. [40-42]
especie.

Pagina - 22 de 200 -


http://Bourdelande�J�L,�Nonell�S,�Acu�a�U�A,�Sastre�R�(1996)�Glosario�de�T�rminos�Usados�en�Fotoqu�mica;�Pure�&�Appl.�Chem.�68,�2223-2286.�
http://M�user�H�(1974)�Formale�Kinetic:�Experimentelle�Methoden�der�Physik�und�der�Chemie;�Bertelsmann�Universit�tsverlag�1,�297-363.
http://M�user�H,�Gauglitz�G�(1998)�Photokinetics:�Theoretical�Fundamentals�and�Applications.�In�Comprehensive�Chemical�Kinetics�(Eds.�Compton�R�G�and�Hancock�G),�Elsevier�Science�Publishers,�Ed.�36�New�York.

Fotoguimica y Fotofisica de Farmacos Neurolépticos Capitulo 1 - Objetivos e Introduccion

&

Figura 1.5

Sl k &@ Diagrama de Jablonski de
\Asc N / la Ec. (1.5):
f = Fluorescencia
Tl

q = Inhibicién Quimica

— — Q = Inhibidor
m g g p = Fosforescencia
A w @« I ISC= Cruce Intersistémico
_ .MLH A ] -MQ 2| 7]

r = Reaccion

d = Desactivacion Térmica

<
Y
<
Y
<
«

Y Y
So

Entonces, la expresion para la eficiencia de la fluorescencia (sin considerar el ISC ni
las reacciones), esta dada por:

k k,

j??: f = =
4 Sk ok ky <k

@, (1.8)

Hay que resaltar que la eficiencia es igual al rendimiento cuantico, solo si la luz
irradiada es absorbida completamente por la substancia (baja intensidad, @,z = 1).
La relacion general es ¢ = @,5sn. Analogo a la Ec. (1.8), el rendimiento de la
inhibicion del triplete por transferencia de energia a un inhibidor Q (sin considerar

las reacciones) esta dado por:

—d[T}]

— - k. IAT

. Nl
= @upsd upsMcller (1.9)
. ke k, [O]
=4 4p5

kp+ky +hge +E 101 )\ &, +K] +K1 O]
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1.4.3) ldentificacién de Intermedios de Corta Vida

De acuerdo al diagrama de Jablonski (Fig. 1.2), casi todos los triciclicos
neurolépticos (Fig. 1.1) generan varios estados excitados con tiempos de vida en la
escala de nano- a micro-segundos, a saber: estado excitado singlete, estado excitado
triplete, cation radical, radical libre, etc. Estas especies pueden coexistir, pero -
dependiendo del tiempo de vida y las propiedades fotoffsicas de cada una ellas -
pueden detectarse y, por lo general, pueden cuantificarse con métodos
espectrofotométricos o por técnicas de inhibicion. El triplete, por ejemplo, puede
detectarse mediante la absorcion triplete-triplete usando la técnica de destello laser
(Secc. 2.7) o inhibiendo su formacién por transferencia de energfa a ciertos aceptores
(Fig. 1.5). La inhibicién de un estado excitado por transferencia de energfa requiere
que el aceptor tenga una energia menor que el donor. Fenilindeno (FIND), naftaleno
(NP) y oxigeno molecular (O,) son utilizados para identificar los estados tripletes
excitados de MTP, MTPSO y CTX. Ademas, FIND y NP se utilizan como estandares
para calcular los coeficientes de absorptividad molar de los estados excitados tripletes
(¢;) de dichos compuestos. Como actinbmetro también puede utilizarse el triplete
excitado de benzofenona (*BP’) o el de tioxantona (*TX’) en MeCN. Las propiedades
del*BP"son:**' %, =525 nm, & = (6.5+0.7) x 10* M y ¢, = 1. Las propiedades del
TX son:"% A, =625 nm, g, =(2.2+0.3)x 10 M" cm™ y ¢, = 0.66.

En el proceso de inhibicion de un estado excitado triplete por oxigeno molecular,
se produce oxigeno singlete ('O,*). Las reacciones quimicas con 'O,* generalmente
producen perdxidos o hidroperoxidos, que pueden ser cuantificados siguiendo la
formacion del producto o al consumo de oxigeno. En general, las reacciones quimicas
de un inhibidor con 'O,* pueden identificarse cualitativamente si el consumo del
inhibidor se reduce eficientemente al afadir un desactivador del 'O, *, como la azida

de sodio (NaN;,, ko = 4 x 10° M™'s" en H,0)***% 6 2,3-dimetil-2-buteno (k, = 1 x 10°
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g : Lo \[46
M's" en disolventes organicos)*®.

NaN, se utilizé para determinar si la formacion
de MTPSO proviene de la generacion de oxigeno singlete por la transferencia de

energia entre el *MTP* con oxigeno molecular y su subsiguiente reaccion con MTP.

El cation radical de los ADT (ADTs!) puede generarse mediante fotélisis en
presencia del i6n persulfato, el cual ha sido utilizado para la degradacion oxidativa
de un sinnimero de compuestos[47'48]. El persulfato produce dos radicales aniénicos

[4

de sulfato (SO,s) fotoquimica- "6 termicamente®” (Ec. 1.10). El ion SO,e es un

radical oxidante mas fuerte que OHeporque su potencial de reduccién es 2.3 Ve,

805 == 3280,
ADT+50; — ADT* +50;"

(1.10)

El correspondiente anion radical (ADTée) puede generarse mediante la reaccion
con un electron solvatado. La foto6lisis acuosas de K,Fe(CN),, por ejemplo, produce
un electrén hidratado y su oxidacion simultanea a K;Fe(CN), (Ec. 1.11)">°* El
electron hidratado se puede visualizar como un exceso de electrones rodeado por una
pequefia cantidad de moléculas de agua comportarse como un anién. Su intensa
banda de absorcion en la region visible facilita medir las constantes de velocidad de
reaccion usando FDL combinada con espectrofotometria cinética. Su potencial
estandar de reduccion de -2.9 V hace que este reaccione rapidamente con muchas

. . ., . .. 55 .z
especies con los potenciales de reduccion mas posmvos.[ " Su modo de reaccion

puede generalizarse como el proceso de transferencia de un electron.

[Fe(CN) |~ —2—[Fe(CN)s] +e,
ADT +e,, > ADT"

(1.11)
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En la fotoionizacion directa de compuestos organicos se produce el cation radical
y un electron solvatado. Cuando las soluciones son saturadas con 6xido nitroso
(N,O), este acttia atrapando los electrones solvatados y generando el anién radical del
oxigeno (Ec. 1.12). En medio acuoso, dicho anién radical genera el radical HOs por
reaccion con el agua (Ec. 1.1 3).) En MeCN se forma el anién radical MeCNsen
ambiente anaerdbico, el cual - dependiendo de los potenciales de reduccién - puede
generar el aniéon radical ADTe (Ec. 1.14). En medio aerébico, similar a la Ec. (1.12),

solo se obtiene el anién radical de oxigeno (Ec. 1.15).

e, +N,0— 0" +N, (1.12)

e, +H,0+N,0—>OH~+0H +N, (1.13)

e, +CH,CN — CH,CN"
CH,CN* + ADT — ADT* +CH,CN

(1.14)

e, /CH,CN* +0, - 0; + CH,CN (1.15)

1.5) Propiedades Fotofisicas de los Neurolépticos Triciclicos
1.5.1)  Propiedades del Estado Raso

Las propiedades fotofisicas del estado raso de varias fenotiazinas sustituidas en la
posicion-2 y alquiladas en la posicion-10 han sido medidas en varios disolventes para

investigar la relevancia de la estructura molecular en sus propiedades fotofisicas y
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fotoqufmicas.[%] Dado que los modos de interaccion de cada farmaco y de sus
especies correspondientes dependen fuertemente de la variedad de micro-ambientes
en las células, las propiedades de cada una de estas especies también se debe
determinar por separado para entender completamente el mecanismo de accion del
farmaco y el mecanismo de sus efectos secundarios. La protonacion de la amina
terminal es un proceso térmicamente favorecido. La Tabla 1.1 muestra las
propiedades de las dos conformaciones mas estables de la cadena N,N-dimetilamino-
propil en estas moléculas . La diferencia encontrada para los derivados no alquilados
es probablemente debida al apilamiento de las moléculas mas simples en el proceso

de cristalizacion, lo que obliga a las moléculas a ser mas planas.

Tabla 1.1 Propiedades del estado raso y los estados excitados de las conformaciones
mas estables [S,(1) y S, (2)] de los derivados de fenotiazinas

AH; (k)/mol) Torsion anillos (grados)  Torsion de R1 i
MOléC.a) Estado (grados) d

proton. base libre PM3/RHF ” Exp. ¢ (D)

PZ S, (1) 107.2  227.3 136.5 140° -61.3 5.0
Sp(2)  108.4 136.6 -61.2 5.0

S, 366.3 447.2 107.9 -13.9 5.3

T, 273.3  388.9 138.7 9.5 6.6

PZ:  813.3 926.4 178.1 172.7 " -3.6 7.0

CPz S, (1) 795  199.7 138.9 137.8%9 -60.7 4.3
So(2)  80.4 135.5 -59.5 4.3

S, 331.5  445.8 137.1 -3.5 4.2

T, 242.8  384.3 138.7 -8.6 5.6

CPZ: 791.6 951.9 149.4 169.9 3.4 5.4

TFMPZ ~ Sy(1)  -550  -433.7 139.6  1360r145"”  -61.2 7.3
Sp(2)  -548.4 140.2 -65.7 6.6
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AH; (k)/mol) Torsion anillos (grados)  Torsion de R1
MOléC.a) Estado (grados) d

proton. base libre PM3/RHF Exp. ¢ (D)

S, -307.3  -194.7 161.4 -8.9 2.9

T, -385.5 -238.2 143.9 -33.8 7.5

TFMPZ, 183.3 294.7 179.9 -7.7 11.7

TMPZ S, (1) 98.8 225.2 135.5 141.1 -63 6.5

So (2) 101.3 145.5 -58.5 6.5

S, 357.1 473 152.1 -0.7 7.0

T, 298 415.7 136.3 -5.1 7.0

TMPZ, 805.4 923.9 179.2 -0.6 7.2

PCP So (1) 210.1 137.7 136.1 -63.9 1.3

S, (2) 218.5 137.6 -77.4 1.2

S, 456.3 159.7 -2.9 2.4

T, 368.4 139.8 -8.6 3.4

PCP, 916.3 174 -3.2 8.8

TFMP S, (1) -656.8 -422.8 138.6 141.1 -66.3 3.4

So (2) -647.6 137.5 -56.6 3.7

S, -414  -183.8 159.2 -4.6 4.6

T, -464.7 -224.8 143.1 -33.8 4.6

TFMP; 85.8 306.8 149.3 -13.1 11.3

TR So (1) 62.4 185.9 134.7 134.4 6 -45.7 5.6
145.8

So (2) 63.2 126 -45 5.9

S, 314.8 4333 120.1 -11.5 6.6

T, 251.6 377.2 138.3 -33.6 6.5

TR, 755.2  879.1 167.9 -16.7 6.0
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a) CPH = 2-clorofenotiazina; CPZ = cloropromazina; FP = flufenazina; PCP =
proclorperazina; PH = fenotiazina; PZ = promazina; TFMP = 2-trifluorometilperazina;
TFMPH = 2-trifluorometilfenotiazina; TFMPZ = 2-trifluorometilpromazina; TMPZ = 2-
tiometilpromazina; TR = tioridazina

b) Valor teérico obtenido para el angulo de torsion 7-14-10-3 (Ver Fig. 1.1).
c) Valores de cristalografia experimentales de Gupta[57] y las referencias incluidas.
d) Medido para el dngulo de torsién 9-14-10-R, (Ver Fig. 1.1)

e) Los valores cristalogréaficos y PM3/RHF para la fenotiazina correspondiente (PH) son
153 y 135.2, respectivamente.

f) Los valores cristalograficos y PM3/RHF para el correspondiente cation radical de
fenotiazina (PH) son 175.8 y 179.1, respectivamente

g) Losvalores cristalograficos y PM3/RHF para la fenotiazina correspondiente (CPH) son
153 y 135.1, respectivamente.

h) Los valores cristalogréaficos y PM3/RHF para la fenotiazina correspondiente (TFMPH)
son 171y 135.8, respectivamente

1.5.2)  Propiedades de los Estados Excitados Singlete y Triplete

Las propiedades fotofisicas de los estados excitados de las promazinas dependen
mas del disolvente y los sustituyentes R2 que de la cadena dialquilaminopropil
(Tablas 1.2 y 1.3). Los rendimientos cuanticos de fluorescencia, por ejemplo, son
menores para los derivados 2-clorados, especialmente en metanol. Para las
fenotiazinas 2-CF,, el ¢ es practicamente constante en los tres disolventes. El mismo

. . . [58
comportamiento se observd para flufenazina®®

, aunque no esta claro por qué este
compuesto tiene un rendimiento cuantico de fluorescencia 20 veces mayor que la
TFMP. Los analogos 2-SCH, muestran valores ¢; tres a seis veces mayor que el
correspondiente CF,-sustituido, pero son todavia menor al valor de la promazina.
Todas las promazinas tienen valores de ¢; del orden de 10 - 10”. Por lo tanto, otros

mecanismos de desactivacion del estado S, deben de competir favorablemente con
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el proceso de fluorescencia. La cadena 10-alquilamino es bien flexible en solucion.

Como todas las conformaciones son térmicamente accesibles, su interconversion

deberia disminuir los valores de la eficiencia cuantica de emision. Ademas, el anillo

de fenotiazina se aplana en la excitacion, lo que también puede afectar al estado S,.

El rendimiento cuantico de fluorescencia para fenotiazina (PH) es 0.0034 en MeOH

y MeCN. La eficiencia de emisiéon de PZ es 10 veces mayor que la de PH.?

] Esto

sugiere que la cadena alquilamino tiene un efecto en la emision de estos compuestos.

Tabla 1.2:  Propiedades de emision de los derivados de las fenotiazinas.
A™ (nm) , Stokes (cm™), d x 107y 1, (ns)
Fenotiazina Acetonitrilo PBS (pH = 7.4)
Garcia”® Elisei®® Metanol Garcia®® Elisei®®
PZ 444 444 452
8,924 10,050 10,449
20.0 4.5 14.3
1.85 1.75" 2.04"
CPZ 451 449 453"
9,372 9,474 9,772
0.89 0.95 3.6
0.92 0.89 " 0.35"
TFMPZ 470 463 475
10,982 10,659 11,627
1.1 1.0 1.4
2.66 2.47 3.17
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A™ (nm) , Stokes (cm™), ¢ x 107y 7 (ns)

Fenotiazina Acetonitrilo PBS (pH = 7.4)
Metanol
Garcfa[56] Elisei[58 Garcfa[56] Elisei[58]
TMPZ 460 455 475
10,007 9869 11,102
3.0 3.0 3.0
1.16 1.15 1.17
PCP 449 458 9 449 457 467 9
8,688 - 9,175 9,174 -
8.4 1.00 46.6 3.3 7.0
0.91 0.81 0.89 - -
TFMP 470 4759 467 482 470 d)
10,981 - 10,844 11,720 -
1.0 20 1.0 1.4 20
2.68 2.7 2.52 3.01 3.3
TR 455 460 453 466 475
9,668 - 9,772 10,592 -
5.0 7.0 4.1 6.0 11.0
1.03 1.1 0.96 1.47 1.7

a) medido en PBS (pH = 6.9)
b) Valores de Garcfa C. y colaboradores 159
c) Valores correspondientes para la perfenazina

d) Valores correspondientes para el clorhidrato de flufenazina

El mayor efecto en las propiedades del estado triplete de los derivados
fenotiazinicos halogenados en la posicion-2 se observa en medio acuoso (PBS, por

sus siglas en inglés). El rendimiento cuantico y el tiempo de vida de este intermedio
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decaen a menos del 5% del valor correspondiente en disolventes organicos (Tabla
1.3). El estado triplete de los derivados 2-halogenados de promazina se desactiva
eficientemente mediante un mecanismo de transferencia de protones y la razéon de
dicha desactivacion correlaciona muy bien con la fototoxicidad de estos farmacos.
Por lo tanto, Garcia y sus colaboradores postulan que esta especie debe de estar

. . Lo . i 156
directamente relacionada con el efecto fototéxico de los farmacos neuroleptlcos.[ ]

Tabla 1.3 Propiedades del estado triplete de los derivados de fenotiazinas.

A" (nm), €; x 10°* (M'em™), ¢y, t7 (s)

Fenotiazina Acetonitrilo PBS (pH = 7.4)
Garcfa[sg] Elisei>® Metanol Garcfa[59] Elisei®®

pz? 460 460 460
433" 2.65 -

0.57 0.41 0.58
62" 61 61

Ccpz? 460 460 460
6 > 1.95 -
0.73 0.90 -
0.91" 2.2 -

TFMPZ 470 460 460

2.84 2.2 2.52

0.68 0.67 0.39

49 919 3.4

TMPZ 470 470 475
- 1.3 -

0.84 0.89 0.90

- 59 33
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A" (nm), €; x 10* (M'em™), ¢y, tr (1s)

Fenotiazina Acetonitrilo PBS (pH = 7.4)
Metanol
Garcfa[59] EIisei[SS] Garcfa[59] EIisei[SS]

PCP 470 480 ° 470 - 490"
4.2 - 3.5 - -
0.40 0.58 0.35 - -

0.80 0.66 55.0 - 2.9

TFMP 470 4509 470 470 480 9
3.23 1.15 2.38 2.8 3.3
0.39 1.0 0.50 0.22 -
66 0.95 111 2.13 -

TR 470 470 470 480 480
1.8 1.1 1.54 1.27 3.3
0.70 1.0 0.74 0.67 -
100 4.2 143 35 M -

. [59] " .
a) Los valores son de Garcfa et. al. 7, a menos que se indique lo contrario

b) Valores de Garcia et. al.

[59]

c) La absorcion requerida de merocianina540 es 0.1, lo que introduce un error de ~

30%.

d) 63 ns para una solucién saturada de aire.

e) Valores correspondientes para la perfenazina.

f) Valores correspondientes para la perfenazina en agua.

g) Valores correspondientes para el clorhidrato de flufenazina.

h) 650 ns para una solucién de aire saturado.
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CAPITULO

MATERIALES y METODOS

2.1)  Reactivos Genéricos

Todos los disolventes fueron obtenidos de proveedores conocidos y son de grado

espectrofotométrico o HPLC. La siguiente Tabla muestra los reactivos usados mas

relevantes:

Compafiia  Reactivos (Abreviacion)

Sigma- Acetonitrilo-deuterado (CD,CN)  Fenantrolina

Aldrich
Acido Maleico Fenilindeno (FIND)
Acido metacloroperbenzoico Fosfato Disodico (Na,HPO,)
(m-CPBA)
Benzofenona (BP) Fosfato Monosédico (NaH,PO,)
n-Butil litio (n-BulLi) Fenotiazina (PH)
1-cloro-3-dimetilamino-2-metil  Hidruro de sodio (NaH)
propilo
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Compaifa  Reactivos (Abreviacion)
2-Clorofenotiazina (CPH) Metanol deuterado (CD,0OD)
Cloroformo-deuterado (CDCl,)  Oxalato de Potasio
Cloropromazina- HCl (CPZ) Promazina-HCI (PZ)
Cloroprotixeno-HCI (CPTX) Sulfato de Magnesio (MgSO,)
2-Clorotioxantona (CTX) Timidina (Thd)
Cloruro Férrico Tioxantona (TX)
Dietil éter Trietilamina (TEA)
Dimetilsulféxido-deuterado Trifluorometilpromazina-HCl

(TEMPZ)

Dodecil sulfato de sodio (SDS)

Fisher Acetato de Etilo (EtOAc) Hexano (HX)
Acetato de Sodio (NaOAc) Hidroxido de Amonio
Acetonitrilo (MeCN) Hidroxido de sodio (NaOH)
Acido Sulfarico (H,50,) Metanol (MeOH)
Azida de Sodio (NaN,) Naftaleno (NP)
Diclorometano (CH,Cl,) 30% Peroxido (H,0,)
Dimetilformamida (DMF) Tetrahidrofurano (THF)
Etanol (EtOH)

Humacao  Nitrégeno (N,)

Gas

2.2) Actinometria

La intensidad de la [dmpara se determin6 con el actinbmetro de Hatchard-Parker

basado en el ferrioxalato de potasio (K;[Fe (C2O4)3]*3HZO).[

60 . .
I Para la sintesis de
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ferrioxalato de potasio se mezclaron 1.5 M de oxalato de potasio (K,C,0,) con 1.0 M
de cloruro férrico (FeCl,) en una razén 3:1. El producto precipita, se recristaliza con
agua, se seca a 45°C en un horno y se mantiene en la oscuridad. Para determinar la
intensidad de la lampara, se prepara una solucion 6.0 mM de ferrioxalato de potasio
utilizando 2.5 mL de 1.0 N de H,SO, y diluyendo a volumen con agua destilada. De
esta solucion se extraen 3.0 mL para cada tiempo de irradiacion y se extrae una
alicuota de 0.5 mL luego de ser irradiada. Esta alicuota es diluida a un volumen total
de 5.0 mL, anadiendo 2.0 mL 0.1% 1,10 -fenantrolina, 0.250 mL de una soluciéon
tampon de acetato de sodio (8.2 g NaOAc + 1.0 ml de H,SO, diluidos a 100 ml con
agua destilada) y 2.0 mL con agua destilada. Estas soluciones se mantienen en la
oscuridad durante aproximadamente una hora para asegurarse que todo el Fe** se
compleje con la fenantrolina. Entonces, se mide la absorbancia de las soluciones a
510 nm utilizando como blanco una alicuota que no fue irradiada (paso 6ptico = 1
cm; €5,,=11,100dm> mol'cm™). La absorbancia de este complejo debe mantenerse
dentro del rango de 0.4-1.8 y la conversion total no debe exceder del 5%. El flujo de

fotones (I,) se evalud con la siguiente ecuacion:

Adsy XV
X @ At x 1

I [Einsteinx s ] (2.1)

B Ac.

310

2.3)  Estudios Espectrofotométricos

Los espectros de absorcion se registraron en un espectrofotometro UV-Vis HP8453
con arreglo de fotodiodos o con un Cary 300 (UV0811M209, Varian). Las medidas
de fluorescencia en estado estacionario se obtuvieron con los siguientes instrumentos:

Photon Technology Internacional (PTI) modelo LPS-220B equipado con lampara de
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Xenén de 75 W, SPEX 1-3 equipado con una lampara Xe-Hg de 250 W y Fluoromax-3
con una lampara de 150 W. Las medidas de fluorescencia en tiempo resuelto se
hicieron en un espectrofotémetro PTI modelo TM-2/2003 equipado con lampara

H,/N, (50/50, duracién del pulso de 1.8 ns) y un detector estroboscopico.

Los espectros Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de protén y carbono fueron
hechos en un espectrometro Bruker Avance NMR 400 con una sonda de 5 mm BBO

(Bruker, MA).

2.4)  Estudios Cromatograficos
2.4.1) Cromatografia de Gas acoplada a Espectrometria de Masas (GC-MS)

La técnica de GC-MS fue utilizada para la separacion y caracterizacion de los
compuestos sintetizados y los fotoproductos. Para estos propositos se utilizé un
cromatografo de gas Thermo Finnigan Trace GC y un espectrometro Polaris Q. La
columna capilar fue de la compaiiia Restek 12623 (Fase Estacionaria: RTX-5MS:
Crossbond 5% Difenil, 95 % dimetil polisiloxano, largo = 30 m). Las condiciones del
horno fueron: Temperatura Inicial = 150°C, Temperatura Final = 250°Cy una rampa
de temperatura=10°Cmin™'. Las condiciones del detector se ajustaron a: Fuente de
iones = 200°C, Linea de Transferencia = 275 °C, Modo de rastreo = Rastreando Todo
(Rango 50-650), Impacto Electronico = 70 eV y Selector de Masas = Trampa de lones.
Condiciones del inyector fueron: Modo = Split, Temperatura = 200°C, Split Flow =

26 mL min™', Split Ratio = 17, Gas = Helio y Flujo Constante =1.5 mL min™.
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2.4.2)  Cromatograffa Liquida de alta Eficiencia- HRTIS (UPLC-HRTIS)

La técnica de UPLC-HRTIS fue utilizada para determinar la masa de varios de los
compuestos sintetizados y fotoproductos. Para este proposito se utiliz6 el sistema 20
ACQUITY UPLC (Waters Corp.) Provisto con un inyector automatico acondicionado
a4°C. Laseparacion se llevo a cabo con una columna ACQUITY UPLCHSS T3 C18
(150 mm x 2.1 mm (didmetro interno), 1.8 um). La temperatura de la columna se
mantuvo a 40°C durante la separacion. La fase movil para el analisis cromatogréafico
consistié de una mezcla de MeOH:H,O (50:50 v:v), la cual contiene un 0.01% de
acido férmico) y esta se eluye con una velocidad de flujo de 0.5 mLmin™'. El volumen
de muestra inyectado en cada analisis fue de TuL. El espectrometro de masas es un
Waters ACQUITY™ XevoQToF acoplado al UPLC con una interfaz de ionizacién por
electro-aerosol (“electrospray”, ESI). La fuente del ESI opera en modo de ionizacién
positiva con una tension capilar (“capillary voltage”) de 3.0 kV. La temperatura de
la fuente y la desolvatacion se ajustaron a 100 °C y 400 °C, respectivamente. El cono
y el flujo de gas para la desolvatacion fueron ajustados a 100 L*h" y 800 L*h”,
respectivamente. Los datos fueron recopilados con el modo Centroid que se adquirié
utilizando el programado Masslynx™ (Waters Corp). Leucina-encefalinafue utilizada
para el control de la masa y el i6n [M+H]" tiene una razén de masa carga (m/z)
equivalente a 556.2771, a una concentracion de 500 pg*mL™" y una velocidad de

flujo de 50 puLmin™ para asegurar la precision durante el analisis de MS.

2.5)  Fluorescencia y Rendimiento Cuantico de Fluorescencia

Los espectros de fluorescencia y los correspondientes rendimientos cuanticos
fueron medidos en un espectrofluorimetro marca Spex Fluorolog Tau-3 de la

compafifa Horiba. Los rendimientos cuanticos de fluorescencia (¢;) para zCPTX 3b
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se determinaron usando como referencia la emision de triptéfano en agua (¢ =
0.13).°" La longitud de onda excitacién fue 280 nmy las rejillas del monocromador
se ajustaron a 2.5 nm. Los espectros de emision de zCPTX y del estandar fueron
hechos en un rango de absorciones entre 0.01 y 0.08 a 280 nm. Para 2-
clorotioxantona (CTX 3c¢), la longitud de onda de excitacion fue 340 nm y se utiliz6
como estandar tioxantona (TX, ¢ = 0.0051 )12l para MTP y MTPSO, la longitud de
onda de excitacion fue 334 nm y se utiliz6 como estandar fenotiazina (PH1a, ¢
0.0034 en MeOH y EtOH).'**" Se corrigio por la sensibilidad del instrumento y por
diferencias en el indice de refraccion de los disolventes utilizados. La energfa singlete

se obtuvo de la interseccion del espectro de emision con el espectro de excitacion.

2.6) Fotdlisis en Estado Estacionario

La fuente de luz para la fotélisis estacionaria es una lampara de xen6n-mercurio
de alta presion (1000 vatios). La longitud de onda de mayor intensidad es la de 313
nm, la cual fue aislada con un monocromador de rejilla de 1/8". Laintensidad en esta
longitud de onda se midi6 antes y después de cada fotolisis. Todas las
fotorreacciones se llevaron a cabo a temperatura ambiente usando una cubeta de
cuarzo (1 x 1 x4 cm’) durante el tiempo requerido para alcanzar entre un 10% a 80%
de conversion del material de partida. La soluciones fueron agitadas durante toda la
fotolisis para evitar gradientes de concentraciéon. La concentracion de zCPTX fue
determinada por cromatografia liquida de alta eficiencia. El protocolo seguido para
la separacion del material de partida de los fotoproductos fue el descrito por Li-Wan

29 2
29 Los cromatogramas fueron tomados en un cromatografo de la

y colaboradores.
compafifa Agilent Technologies modelo 1200. Los parametros utilizados en el

instrumento fueron: velocidad de flujo = 0.500 mL/min; Degasificador = G1322A;
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Autoinyector = G1313A; Detector UV-Vis con arreglo de diodos = G1315B. Los
fotoproductos fueron separados con una columna de fase inversa marca Partisil C8
de la companfa Waters. Las especificaciones de la misma son tamafio de poro 5 pm,
longitud 250 mm y 4.6 mm diametro interno. Lafase mévil utilizada contiene acetato
de etilo, metanol y 3% de hidroxido de amonio en proporciéon 84:15:1. La curvade
calibraciéon para determinar la concentraciéon de zCPTX se prepard usando un rango
de concentraciones desde 0.02 mM hasta 0.12 mM con una concentracién constante
de 0.062 mM de promazina (PZ 2a) como estandar interno. Todas las soluciones
utilizadas para la calibracion se inyectaron tres veces y se promediaron los resultados.

Todas las integraciones y los calculos se hicieron con el programa HP-ChemStation.

Para la fot6lisis de MTP 4c en PBS 7.4 se usé la técnica de cromatografia HPLC-
RP. Se utiliz6 como fase estacionaria una columna Eclipse XDB-C18 (Longitud = 250
mm, Diametro = 4.6 mm, Tamafio de particula=5 um). La fase moévil que se usé fue
50:50 [solucién de pH = 5 compuesta por 500 mM acetato de amonio, 25 mM
dodecil sulfato de sodio (SDS): 5%Tetrahidrofurano en MeCN."*" Las curvas de
calibracién para MTP y MTPSO 4c se prepararon en un rango de concentraciones de
0.0040 - 0.045 mM con una concentracién constante de 0.025 mM de 2-cloro-10-(3-

dimetilamino-2-metil)-fenotiazina (CTP 4b) como estandar interno.

2.7)  Fotdlisis de Destello Laser (FDL)

Los experimentos de fotélisis de destello laser (FDL) se llevaron a cabo con tres
instrumentos: un laser pulsado de Nd-YAG (Spectron SL4004G-10, con duracion de
pulso de 10 ns y energia de 10-15 mJ/pulso a 355 nm), un laser pulsado de Nd-YAG
(Surelite Il Continuum, con duracién de pulso de 10 ns y energia de 3 mJ/pulso), y un

laser de excimero de XeCl (LEXTRA50 Lambda Physik LaserTechnik con duracién de
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ca. 17 nsy energia 40 m)/pulso a 308 nm). Parael laser Nd-YAG Spectron SL4004-10
y el excimero, se emple6 una lampara de Xenén Oriel Lo255 (Strafford, CT) como
fuente de luz para analisis de las especies transitorias. El sistema de FDL consiste en
un laser pulsado, lampara de Xe, un monocromador Oriel 77200, un sistema
fotomultiplicador Oriel (PMT) formado por un tubo lateral 77348 PMT, una carcasa
70680 PMT, una fuente de potencia 70705 PMT y un osciloscopio Tektronik TDS-
640A. La sefal se transfiri6 a un ordenador personal para tratar los datos con el
programa Onda. La estructura del laser pulsado Surelite Il (Continuum) se describe
detalladamente por Garciay colaboradores.”® Las muestras se analizaron en cubetas
de cuarzo con un paso 6ptico de 10 mm y burbujeadas con nitrégeno o argén por 15
minutos antes de cada experimento. La concentracion de CTX fue 0.050 mM, lo cual
corresponde a una absorbancia de 0.12 a 355 nm. Para los experimentos de

inhibicion del estado triplete de CTX se adicionan volimenes conocidos de una

solucién concentrada del inhibidor, manteniendo la concentracion de CTX constante.

El coeficiente de absorcion molar () del estado triplete de CTX se midi6
utilizando el método de transferencia de energia descrito por Bensasson y
colaboradores.® Para este proposito, se prepara una solucién 0.045 mM de CTX en
MeCN saturada con nitrégeno o argéon previo a la excitacion a 355 nm. Este
procedimiento se hace tanto en ausencia como en presencia del inhibidor. Como
inhibidor de *CTX* se uso6 naftaleno (NP). Bajo estas condiciones, la luz del laser es
absorbida por CTX, se forma *CTX*, y este le transfiere la energia a NP. Esimportante
asegurarse que el 95% de la energia sea transferida para obtener resultados

’ 66 . o >
confiables.®® El valor de &, para *CTX* se determiné con la siguiente ecuacion:

RO

= x0.95% & (2.2)
AODy, al

EcTx
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Utilizando las diferencias en la absorcion (AOD) del *CTX* y *NP* se calcula entonces

el &, de *CTX*, utilizando el &/(NP) = (1.1 £ 0.2) x 10* M'cm™ a 412 nm."*”*%

El rendimiento cuantico del cruce intersistémico se obtiene por el método
comparativo utilizando el estado triplete excitado de benzofenona (*BP*) o tioxantona
(’TX*) como referencias. Las propiedades de *BP* en acetonitrilo son: ¢; =1.00y &;
=(6.5+0.7)x 10* (M cm)" a 520 nm."*' Las propiedades de *TX* en acetonitrilo son:
O =0.66ye =(2.2+0.3)x 10* (M cm)" a 625 nm.”% Para este experimento, tanto
CTX como los estandares deben tener la misma absorbancia a 355 nm y deben ser
pre-saturados con nitrogeno o argon. La absorbancia de *CTX* a 630 nm y *BP* a
520 nm o ’TX* a 625 nm se midi6 a diferentes intensidades del laser. De este
experimento se obtiene una dependencialineal entre el AOD y la intensidad del laser.
Los valores ¢; para CTX se calcularon con la siguiente ecuacién:

CTX STD
Ur  ér

CTX STD
= — == (2.3)
0 |

donde ¢; es el coeficiente de absorcion molar del estado triplete, STD corresponde a
los estandares (°BP* o *TX*), y a; es la densidad 6ptica del triplete excitado por m)
(pendiente de AOD vs intensidad del laser). La constantes de rapidez de
desactivacion intrinseco de *CTX* y de autoinhibicion (k,) se obtienen de un analisis
tipo Stern-Volmer (Q = CTX, Ec. 2.4). Los tiempos de vida de *CTX* corresponden al

reciproco de k.

K =Ky + K, [Q] (2.4)

Para determinar las propiedades de *MTP* y *MTPSO*, se utiliz6 como aceptor

fenilindeno (FIND) con & = (3.1 £ 0.5) x 10* M cm™ a 380 nm y E, = 214 kJ/mol."”"
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2.8) Calculos Teéricos

Las energfas relativas de los compuestos se obtuvieron con calculos tedrico-
cuanticos. Todos los sistemas fueron pre-optimizados al vacio con el método
semiempirico PM3 usando el gradiente conjugado de Polak-Ribiere (limite de
convergenciaes 1 x 10° y 0.01 A kcal/mol RMS).”? Las optimizacion final se hizo
con el método DFT[B3LYP/6-31G (d) OPT SCRF = (PCM, <solvente>] en Gaussian 03
en las instalaciones de computacion de alto rendimiento de la Universidad de Puerto
Rico-Rio Piedras (High Performance Computer Facilities UPR). Todos los parametros
de conformacion y las propiedades termodinamicas se obtuvieron con un calculo de
punto fijo DFT. Los orbitales que participan en las transiciones electronicas se
determinaron con el método de interaccion de configuraciones PM3(CIS) con 5
orbitales ocupados y 5 desocupados. La energia de reaccion se aproximé como la

: , . . . . 173
diferencia de la energia Hartree al vacio o en solucién de cada especie.””

2.9) Sintesis de 2-cloro-10-metilenotioxanteno (CMTX 3d) 74]

S ¢ THF S
TLI0L, e e (OI0 ~ vae eh
cl ¢ ©  n-Bull ci S

0

En un balén de 50 mL con agitador magnético y en atmésfera de nitrogeno se
prepara una solucion de yoduro de metiltrifenilfosfonio (4.14 mmol, 1.67 g)en 17 mL
de tetrahidrofurano (THF). A esta solucion se le afaden 1.7 mL de n-BuLi durante 5
minutos, se calienta hasta 66°C y se mantiene a esa temperatura por 30 minutos
adicionales. Luego, el sistema se enfrfa a temperatura de salén y se le agregan 1.01
g de 2-clorotioxantona 3c (4.10 mmol). Después se pone la mezcla de reaccion a

reflujo por 1 hora y se enfria nuevamente a temperatura ambiente. Se afade n-
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hexano a la mezcla de reaccién y se lava con agua varias veces. El hexano es
removido por evaporacioén y el residuo se purifica por cromatograffa de columna. El

producto purificado tiene un 50% rendimiento.

"H-RMN (400 MHz, CD,CN) & (ppm) 5.67 (d, 2H, J = 3.2 Hz), 7.37 (m, 5H), 7.71
(m, 2H); *C-RMN (100 MHz, CD,CN) & (ppm) 116.4,127.2,127.3,128.6, 128.7,
129.2,129.6, 131.0, 131.6,133.6, 135.0, 137.3, 142.4; MS m/z [%Abundancial
104 [18], 163 [30], 165[100], 208[40], 209[85], 244[90], 246[35]; UV-Vis
(MeCN) A, (nm): 231, 270, 338.

max (n

2.10) Sintesis de (%)-2-cloro-10-(3-dimetilamino-2-metilpropil)fenotiazina
(Clorotrimeprazina, CTP 4b).

@:j@*cff Lo B @[ :@ + NaCl + Hy

DI'u'IF

H.-/
|
En un bal6n de 250 mL de tres bocas con agitador magnético, embudo de adicion,
termoémetro y bajo condiciones anaerébicas se agregan 25 mL de dimetilformamida
(DMF) seca. La temperatura del sistema se baja a 5°C con un bafo de hielo y se
agregan 0.83 g de hidruro de sodio (NaH). Se afade gota a gota una solucion de 2
gramos de 2-clorofenotiazina 1b disuelta en 10 mL de DMF. Inmediatamente se
observa la evolucion de gas (H,) y la mezcla de reaccién se torna color anaranjado.
Durante la adicion de la fenotiazina la temperatura no aumenta mas de 5°C. La
mezcla de reaccién se agita por 20 minutos. Luego se afladen 1.82 gramos de 1-
cloro-3-dimetilamino-2-metilpropilo disueltos en 40 mL de DMF. Entonces, se

remueve el bafio de hielo y se calienta la mezcla de reaccién hasta 80°C por 3 horas.

Pagina - 45 de 200 -



Fotoguimica y Fotofisica de Farmacos Neurolépticos Capitulo 2 - Materiales y Métodos

La mezcla de reaccion se agrega a 190 mL de agua con hielo y se extrae con dietil
éter. La fase orgénica se trata con carbén activado y sulfato de magnesio como
agente secante, se filtra y se evapora el disolvente. El producto crudo se purifica por
cromatografia de columna usando como fase moévil una solucién de 5% Trietilamina
y 95% Hexano. Finalmente, se obtienen 2.42 gramos de un sélido blanco, lo que

equivale a un 85% de rendimiento. Punto de fusion 67 °C- 70°C.

"H-RMN (400 MHz, DMSO-d,) 6 (ppm) 0.86 (d, 3H, | = 6 Hz), 2.02 (m, 2H), 2.10
(s, 6H), 2.25 (m, TH), 3.60 (dd, 1H, J = 8.0 Hz, ) = 14.0 Hz), 3.96 (d,d 1H, ] =
4.40 Hz, ) = 13.6 Hz), 7.00 (m, 4H), 7.15 (m, 3H); ">C-RMN (100 MHz, DMSO-
d,) & (ppm) 16.1, 28.8, 45.9, 51.5, 63.8, 116.2, 116.6, 122.1, 122.9, 123.3,
124.0, 127.3, 127.7, 128.1, 132.4, 144.5, 146.7. MS m/z [%Abundancia] 58
[100], 100 [50], 332[20], 334[8]. UV-Vis (MeOH) A
257(4.45], 311[3.57].

m) [log €] 203[4.38],

max (n

2.11) Sl’n'%esiis de (4)-2-metoxi-10-(3-dimetilamino-2-metilpropil)fenotiazina (MTP
407

LT, —cson T OO0
rL( Cl hvl:f‘:-:iﬂﬂnm} |:;.,[:|-|3

4 "

Una solucion 0.50 mM de (3)-2-cloro-10-(3-dimetilamino-2-metilpropil)
fenotiazina 4b en metanol es transferida a un fotorreactor con capacidad de 350 mL
y se burbujea con nitrégeno por espacio de 45 minutos. Luego, esta se irradia a
longitudes de onda mayor de 300 nm por 15 minutos con una lampara de 450 Watts.

Se evapora el metanol y se purifican los fotoproductos por cromatograffa de columna.
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Se obtiene un 70% de rendimiento de MTP 4c y un 40% de (+)-10-(3-dimetilamino-2-
metilpropil)fenotiazina (TP 4a). El peso molecular de alta resolucion (HRMS [MH"])

para C,,H,;N,OS fue de 329.1672 (El calculado es 328.1688).

a. Caracterizacion de MTP 4c: 'H-RMN (400 MHz, DMSO-d,) & (ppm): 0.88 (d,
3H, ) = 6.0 Hz), 2.05 (m, 2H), 2.10 (s, 6H), 2.24 (m, 1H), 3.60 (d,d, 1TH, ] = 8.0
Hz, ) = 14.0 Hz), 3.74 (s, 3H), 3.96 (d,d 1H, ] = 4.40 Hz, ] = 13.6 Hz), 6.56
(d,d, TH, ] = 2.4 Hz , J = 8.4 Hz), 6.60 (d, TH, ] = 2.4 Hz), 6.94 (m, 1H), 7.04
(m, 2H), 7.18 (m, 2H). ">C-RMN (100 MHz, DMSO-d,) & (ppm): 17.1, 29.3,
46.4, 51.9, 55.8, 64.5, 103.8, 108.2, 115.6, 116.8, 122.9, 125.6, 127.6,
127.8, 128.1, 145.6, 147.2, 160.0. MS m/z [%Abundancial: 58 [100], 100
[50], 229 [40], 283[15], 328[30]. UV-Vis (MeCN) A,.., (nm) [log €]: 256[4.44],
310[3.71].

b. Caracterizacion de (+)-10-(3-dimetilamino-2-metilpropil)fenotiazinas 4a: 'H-
RMN (400 MHz, DMSO-d) & (ppm): 0.88 (d, 3H, ) = 6.0 Hz), 2.05 (m, 2H),
2.09 (s, 6H), 2.25 (m, 1H), 3.60 (d,d, 1H, )} = 7.6.0 Hz, ) = 13.6 Hz), 3.74 (s,
3H), 3.96 (d,d 1H, ) = 4.40 Hz, ] = 13.6 Hz), 6.95 (d, d, d, 2H, ] = 0.8 Hz, | =
8.0 Hz), 7.03 (d, 2H, ) = 8.0 Hz), 7.18 (m, 4H). C-RMN (100 MHz, DMSO-
dy) 6 (ppm): 17.1, 29.2, 46.3, 51.8, 64.4, 116.7, 123.0, 124.9, 127.7, 128.0,
128.1, 145.8. MS m/z [%Abundancial: 58 [100], 100 [50], 180 [25], 199
[35], 252[25], 298[30]. UV-Vis (MeOH) A... (hm) [log e]: 205[4.45],

255[4.50], 306(3.65].

max
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2.12) Sintesis de 5-6xidofenotiazina (PHSO 1d) 1761

s CH.Cl, §
@: ]@ + m-CPBA C[ @

N r.t

H

En un balén de 25 mL con agitador magnético se anaden 0.25 gramos de
fenotiazina 1a (1.25 mmol) y se disuelven en 7 mL de diclorometano seco. A esta
solucién transparente se le agregan 0.29 gramos de acido cloroperbenzoico en forma
solida, lo que instantaneamente cambia el color de la solucién a azul intenso. A
medida que se agita la solucién a temperatura ambiente, el color azul intenso se
transforma lentamente a color verde. La solucién se deja agitando a temperatura
ambiente por 24 horas, donde el color verde desaparece y el producto de interés
precipita. PHSO se filtra y se lava con diclorometano varias veces. Se obtienen 0.15

gramos del producto, lo cual representa un 55% de rendimiento.

"H-RMN (400 MHz, DMSO-d,) & (ppm): 7.20 (d,d,d, 2H, ] = 1.0 Hz, ) = 7.6 Hz),
7.40 (d, 2H, ) = 8.0 Hz), 7.62 (d,d, 2H, ) = 1.6 Hz, ) = 7.6 Hz), 7.91 (d,d, 2H, ] =
7.6 Hz, ] = 1.6 Hz); "C-RMN (100 MHz, DMSO-d,) & (ppm): 117.3, 121.4,
121.6,131.6, 133.2, 137.3; GCMS m/z (%) 167 (95), 199 (100), 215 (15); UV-Vis
A
MeCN) 383, 492.

(nm) en Me3CN): 228, 271, 303, 337; Emision de fluorescencia (nm en
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2.13) Sintesis de 2-metoxi-5-6xidofenotiazina (MOPHSO 1e)[77]

&
S CH,Cl, S
COXL; om 22 L0
|':|| OCHE r.t '.q UCH3
H H

Un balén de 50 mL con agitador magnético se coloca en un bafio de hielo (0-5
°0) y se le afladen 0.47 mmol de 2-metoxifenotiazina 1c y 10 mL de diclorometano.
A esta solucion se le agregan gradualmente 0.47 mmol de &acido meta-
cloroperbenzoico (m-CPBA) disueltos en 3 mL de diclorometano. La mezcla de
reaccion resultante se agita por 30 minutos. El bafio de hielo es removido y la mezcla
de reaccion se agita por una hora a temperatura ambiente, hasta que el producto
precipite. El producto se filtra y se enjuaga varias veces con diclorometanto seco. El

rendimiento es 49%.

'H- (400 MHz, CD,0OD) & (ppm): 3.92 (s, 3H), 4.63 (s, TH), 6.87 (m, 2H), 7.25 (m,
1H), 7.36 (m, 1H), 7.64 (m, TH), 7.84 (m, 1H), 7.92 (d,d, TH, ] = 0.6 Hz, ) = 1.8
Hz); "“C-RMN (100 MHz, CD,OD) & (ppm): 56.2, 100.7, 111.5, 113.2, 118.0,
120.8,122.8,132.2,133.9,134.3,138.4, 140.6, 165.3; MS m/z [%Abundancial:
58 [100], 100 [50], 180 [25], 199 [35], 252[25], 298[30]; UV-Vis (MeCN) %,
(nm) [log €l: 237[4.54], 273[4.12], 294[3.77], 326(3.64].
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2.14) Sintesis de 5-6xido-2-triflurometilpromazina (TFMPZSO 2f)"®

0
CH,C
CII, » mom @2, 00
N CF, rt HKL CF,
N N~

Se utiliz6 el procedimiento descrito para la sintesis de 5-6xidofenotiazina 1d
modificado de la siguiente forma: Se disuelve el m-CPBA en diclorometano antes de
anadirselo a la 2-trifluoropromazina 2c y se baja la temperatura de reacciéon a 0°C.
Ademas, para eliminar el exceso del m-CPBA, se utiliz6 dietilamina. Se evapora el
disolvente y el producto crudo es purificado por cromatografia de columna (Fase
movil: 10% Trietilamina, 90% Acetato de Etilo). Se obtienen 0.24 gramos del

producto lo que representa un 46% de rendimiento.

2.15) Sintesis de promazina-sulfoxido (PZSO 2d)"®7°

O e 0
1, N,

| 1

En un balén de 50 mL (con agitador magnético, termémetro y condensador), se
mezclan 20 mL de agua deionizada y 0.500 gr (1.6 mmol) de PZ 2a. La solucién
resultante es calentada hasta 60°C. Luego, se adicionan a esta solucién 485 mL de
30% H,0,, lo que en forma inmediata induce un cambio de color transparente a

marrén intenso. El transcurso de la reaccion fue seguido por cromatograffa de gas 'y
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cromatografia de capafina. Lareaccionterminaen 30 minutosy la solucién adquiere
un color violeta intenso. Esta mezcla de reaccion es transferida a un bafo de
hielo/agua y se le aumenta el pH a aproximadamente 10 con una solucién 20%
hidroxido de sodio. Esto cambia el color de la solucién de vino a anaranjado claro.
Se hacen tres extracciones con 20 mL de dietil éter cada una 'y se seca la fase organica
con sulfato de magnesio (MgSO,). Luego, se evapora el disolvente y se purifica el
producto crudo por cromatografia de columna (Fase moévil 50% Acetato de Etilo, 45%

Hexano, 5% Trietilamina). Se obtienen 0.14 gramos (30% rendimiento) del producto.

'H-RMN (400 MHz, CD,SOCD,) & (ppm): 1.90 (m, 2H), 2.15 (s, 6H), 2.36 (t, 2H,
) = 6.4 Hz), 4.38 (t, 2H, ) = 7.2 Hz), 7.28 (m, 2H), 7.71 (m, 4H), 7.95 (m, 2H);
C-RMN (100 MHz, CD,SOCD,) 6 (ppm): 24.0, 44.7, 45.3, 55.8, 116.3, 121.5,
124.0,131.1,132.9, 138.0.

2.16) Sintesis de la sal de maleato de (4)-2-metoxi-10-(3-dimetilamino-2-
metilpropil)fenotiazinas'®”

@ @mg Y“)L S @ :@Dcm
0 :E‘*:*
ol HD’b\gD "

En un balén de 50 mL (con agitador magnético, embudo de adicion y bajo
atmosfera inerte), se agregan 0.57 gramos de acido maleico (4.9 mmol) y se disuelven
con 19 mL de dietil éter seco. Luego, 0.404 gramos de MTP 4c (1.2 mmol) se
disuelven en 13 mL de dietiléter en un embudo de adicién. Esta solucion se afiade
gota a gota a la mezcla anterior e, inmediatamente, se debe de observar la

precipitacion de la sal de maleato de MTP. Luego, se filtra el s6lido, se enjuaga
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varias veces con dietil éter seco, y se seca al vacio. Se obtienen 0.52 gramos (98%

de rendimiento).

"H-RMN (400 MHz, CDCl,) & (ppm): 1.30 (d, 3H, ) = 6.4 Hz), 2.52 (s br 4H), 2.80
(s br 3H), 2.93 (d,d, TH, ) = 90 Hz), 3.29 (d, 1H, ) = 12.4 Hz), 3.69 (d, d, 1H, ] =
3.2 Hz, ) =10.8 Hz), 3.83 (s, 3H), 3.99 (d,d, TH, ] = 4.4 Hz, ] = 14.0 Hz), 6.30 (s,
2H), 6.52 (d, TH, ) = 2.4 Hz), 6.57 (d,d, 1H, ) = 2.4 Hz, ] = 8.4 Hz), 6.94 (d, TH,
] =8.4),7.02 (m, 1H), 7.13 (d, TH, ) = 8.4 Hz), 7.27 (m, 2H), 12.23 (s, 1H); “C-
RMN (100 MHz, CDCl,) & (ppm): 17.0, 27.8, 42.0, 45.4, 51.5, 55.8, 62.7, 104.2,
108.1, 116.6, 117.3, 123.7, 127.2, 127.8, 128.1, 128.4, 135.6, 144.7, 146.5,
160.3, 169.5; UV-Vis (MeCN) A, (nm) [log &: 207[4.59], 248[4.36], 301[3.60].

2.17) Sintesis de la mezcla de diasteroisomeros de 2-metoxi-10-(3-dimetilamino-2-
metilpropil)-5-6xidofenotiazina (MTPSO 4e)

0]

@:SD + mCPBA CHzf'Z @i%@
I.L
M OCH, OCH;
<]
N N
|'H |
o O
O-=on
0

El procedimiento es igual al descrito para la sintesis de 5-6xidofenotiazina 1d,
utilizando el maleato de MTP como reactivo inicial. Se usa este reactivo para evitar
reacciones paralelas, como la oxidacion del nitrogeno terminal de la cadena alifatica.
Durante la manipulacién de la solucién de reaccion se pierde el contra-ion maleato

y se obtiene un 71% de rendimiento.
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'H-RMN (400 MHz, CDCls) & (ppm): 0.86 (d, 3H, ) = 6.0 Hz), 2.13 (m, TH), 2.26
(s, 6H), 2.31 (m, 2H), 3.90 (s, 3H), 3.99 (m, TH), 4.51 (m, TH), 6.78 (m, TH), 7.00
(m, TH), 7.20 (m, 1H), 7.53 (m, 2H), 7.80 (d, TH, ) = 8.8 Hz), 7.87 (m, TH); C-
RMN (100 MHz, CDCl,) & (ppm): 17.0, 17.08, 30.69, 46.40, 46.52, 51.57,51.61,
55.77, 55.85, 65.01, 102.45, 102.49, 107.99, 108.62, 116.88, 117.23, 119.26,
119.48, 121.86, 122.02, 126.41, 126.84, 131.01, 131.11, 132.20, 132.20,
132.41,132.76,132.95,138.97, 140.51, 140.88,142.44,163.17,163.24;, MS m/z
(% abundancia): 344 (2), 328 (35), 282 (18), 269(25), 242 (45), 226 (60), 185 (45),
58(100); UV-Vis (MeCN) A (nm) [log €]: 244[4.6], 280[4.1], 295 [3.9], 333[3.7];
El peso molecular HRMS [MH"] para C,,H,;N,O,S es 345.1628 (El calculado es
345.1637).

2.18) Sintesis de la sal de maleato de la mezcla de diasteroisébmeros de 2-metoxi-
10-(3-dimetilamino-2-metilpropil)-5-6xidofenotiazina

0 Q
§ o o §
+ HO A
N OCH, 0 r.i N OCH,
K( 0 &
-
N o '
HO™ ™y
0

El procedimiento para la sintesis del maleato de MTPSO es el descrito para el
maleato de MTP. El rendimiento fue 88%. El RMN de los productos es algo complejo

porque se obtiene la mezcla de diasteroisomeros.

'H-RMN (400 MHz, CDCls) & (ppm): 1.22 (d, 3H, ] = 6.0 Hz), 2.51 (s, 6H y m,
3H), 4.08 (m, 1H), 4.33 (m, 1H), 6.25 (s, 2H), 6.79 (m, 1H), 6.88 (d,d, TH, ] =2.2
Hz, ] =8.9Hz), 7.23 (m, 1H), 7.44 (m, 1H), 7.60 (m, TH), 7.80 (m, 2H), 11.00 (s,
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H); "C-RMN (100 MHz, CDCl,) & (ppm): 16.52, 28.71, 28.75, 41.50, 45.40,
51.28, 51.34, 56.07, 60.96, 61.03, 103.03, 108.67, 109.22, 117.56, 117.77,
120.20, 121.08, 123.01, 123.22, 127.66, 128.59, 130.27, 130.38, 132.31,
132.41,132.89,133.33,135.37,138.02, 140.11, 140.88, 143.03,163.37, 163.82,
169.24; UV-Vis (PBS/7.4)) A (nm) [log €]: 248[4.5], 294[3.7], 3323.7].

2.19) Sintesis del N-6xido de MTP (MTPNO 4f)®"

OO, UL OO0 O
g Y o

| "o® o h

En un balén de dos bocas de 50 mL (con agitador magnético y atmosfera inerte),

se introducen 0.200 g de MTP 4c y 2.0 mL de THF seco. Latemperatura del sistema
se baja a -67 °C y luego se afiade 0.126 g de m-CPBA. La reaccion es seguida por
cromatografia de capa fina y, luego de 15 minutos, todo el reactivo inicial debe de
haber reaccionado. Se observan al menos 3 productos en esta reaccion. Se agregan
100 mL de dietilamina para destruir el exceso de m-CPBA y evitar la formacion de
compuestos adicionales. La mezcla de reacciéon es calentada hasta temperatura
ambiente y luego se evapora el disolvente con alto vacio. El residuo se purifica por
cromatografia de columna y se aislan tres productos de la reaccion: MTPSO 4e, N-

oxido de MTP (MTPNO 4f) y el N-6xido de MTPSO (MTPSONO 4g).
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a. Caracterizacion de MTPNO 4f: "H-RMN (400 MHz, CDCl,) & (ppm): 0.86 (d,
3H, ) = 6.20 Hz), 2.12 (m, 1H), 2.26 (d, 6H No tiene ] asignado porque el
doblete no esta bien definido), 2.33 (m, 2H), 3.90 (d, 3H,) = 1.2 Hz), 4.00 (m,
1H), 4.51 (m, TH), 6.78 (m, TH), 7.00 (d,d, TH, ] = 2.2 Hz, ] = 30. 6 Hz), 7.20
(m, TH), 7.54 (m, 2H), 7.80 (d, 1H, ) = 8.6 Hz), 7.87 (m, 1H); "C-RMN (100
MHz, CDCL,): 19.5, 27.6, 52.0, 55.7, 57.6, 60.2, 74.7, 104.0, 107.9, 116.4,
116.9,123.2,126.7,127.6,127.8,128.2,145.2, 146.8, 160.2; UV-Vis (MeCN)

A (nm) [log €]: 254[4.43], 308[3.68]. El peso molecular HRMS [MH"] para
C,oH,sN,O,S es 345.1645 (El calculado es 345.1637).

MTPNO 4f no es térmicamente estable bajo las condiciones del GC-MS"** (Fig.

2.1) y se descompone en, por lo menos, los siguientes cuatro productos: MOPH 1c

(ty = 13.59 min., m/z = 229; Fig. 2.2a), 2-metoxi-10-(2-metil-alil)-10H-fenotiazina (t;

= 14.90 min., m/z = 283; Fig. 2.2b), MTP 4c (t, = 18.32 min., m/z = 328; Fig. 2.2¢)

y el derivado N-demetilado de MTP (Nombre IUPAC: [3-(2-Metoxifenotiazina-10-il)-

2-metilpropil]-metilamina, t; = 19.35 min., m/z = 314; Fig. 2.2d).

4e+6

Je+b

Inte nsidad

1e+6

2e+h

14,590

13.58
18.32
19.35

Figura 2.1

Cromatograma GCMS
obtenido para MTPNO 4f.

L L—-' L, M
10 15 2
Tiempo (minutos)

1]

25
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b. Caracterizacion de MTPSONO 4g: Los valores del RMN de este producto
corresponden a la mezcla de enantiomeros y diasteroisomeros. EI GCMS
también muestra una descomposicion térmica semejante a la de MTPNO. El

espectro ultravioleta es parecido al de MTPSO.

'H-RMN (400 MHz, CDCl,) d (ppm): 1.32 (d, d, 3H, ) =1.1 Hz, ] = 6.2 Hz),
2.80 (d, 3H, ) = 24 Hz), 2.94 (m, 2H), 3.06 (d, 3H, ) = 2.5 Hz), 3.38 (m, 1H),
3.91(d, 3H, ) = 6.6 Hz), 4.18 (m, 1H), 4.41 (m, 1H), 6.79 (m, TH), 7.00 (d,d,
1H,) =2.2 Hz,) =68 Hz), 7.22 (m, 1H), 7.54 (m, 2H), 7.77 (d,d, 1H,) = 1.5
Hz, ) = 8.6 Hz), 7.84 (m, 1H); C-RMN (100 MHz, CDCl,): 19.2, 28.5, 51.6,
51.6, 55.8, 56.0, 57.7, 57.8, 60.4, 60.5, 72.2, 72.3, 102.6, 103.0, 108.4,
109.2,117.5,117.6,119.9, 120.0, 122.5, 127.4, 130.4, 130.5, 132.2, 132.4,
132.4, 132.8, 139.0, 140.4, 141.0,142.3, 163.1, 164.5. El peso molecular
HRMS [MH?] para C,,H,;N,O,S es 361.1587 (El calculado es 361.1586).
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Figura 2.2  Espectros de masa de los productos de descomposicién de MTPNO

120 120
. (b)
] 100 1
Misee!
z - . aCH,
80 4 T W IT
T 13
© o
o &0 L
3 @ "
oy 5 @ |
g ] E
E =
0 1] =
0] 0 Haos — LII]I.JH . . l
0 100 130 200 250 300
miz
120 120
] g (d)
e w| COCL
z z ] =
W 80 B ]
T — s
[ ‘I"'-' I._-E' 'r"'
60 = ) o &0
T 1 . 3
w o i
5 40 c 40 4 - =
@ 1] E ] -
E - B - E ] i i
i | l g e -JALLJ—‘—LA-LJJ I
ﬁ.‘a-l_,..thJ.a,L a4k l g ] aal
0 100 130 i} 250 300 * 330 0 100 120 200 230 300 330
m'z miz

2.20) Sintesis de 3-(2-cloro-9-metoxi-9H-tioxanten-9-il)-N,N-dimetilpropan-1-
amina (CTxOCH,, 3g)"®”’

1) CF3CO,H ‘ . O
_—_—l--
2) CH30H, KOH =
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Una solucion de CTxOH 3f (0.20 g, 0.6 mmol) en un 1 mL de éacido
trifluoroacético (TFA) es agitada a temperatura de salén por 2 horas. Inmediatamente
que se agrega el TFA la solucion resultante adquiere un color rojo intenso. Terminado
el periodo de agitacion, se agregan 10 mL de MeOH vy la solucién resultante se torna
color amarillo pélido. Rapidamente la mezcla de reaccion se agrega a una solucién
de 1.2 gramos de hidroxido de potasio (KOH) en 30 mL de metanol, agitando
vigorosamente. Esta mezcla se mantiene en agitaciéon por 1 hora a temperatura
ambiente y luego se evapora el disolvente hasta que queden aproximadamente 5 mL
del disolvente. Entonces se afladen 20 mL de dietil éter. La fase etérea se lava dos
veces con 25 mL de agua y se seca con sulfato de magnesio. Luego, se filtra por
gravedad y se evapora el disolvente. El producto crudo (0.166 g) se purifica por
cromatografica de columna usando como fase estacionaria silica gel y la fase movil
97% hexano, 2% acetato de etilo y 1% trietilamina. El producto final es un aceite

incoloro y tiene un rendimiento de 55%.

'H RMN (400 MHz, CD,0D) & (ppm): 1.27 (m, 2H), 1.89 (m, 2H), 2.06 (s, 6H),
2.09 (t, 2H, J = 7.60 Hz), 7.35 (m, 5H), 7.68 (m, 2H); "C-RMN (100 MHz,
CD,OD) & (ppm): 22.4, 45.2, 45.6, 52.6, 60.4, 81.9, 126.6, 127.8, 128.1,
128.9,129.2,129.2,129.3,131.3,131.8,133.4, 134.9,137.8. MS m/z [%Abund.]:

58 [100], 221 [25]; UV-Vis (MeOH, A, [log €l): 252[3.81], 273[4.18] con una

max

banda ancha a 285 nm.

2.21) Sintesis  3-(2-cloro-9-etoxi-9H-tioxanten-9-il)-N,N-dimetilpropan-1-amina
(CTxOEt 3h)

Se usa el mismo procedimiento descrito para CTxOMe, cambiando metanol por

etanol. El producto final es un aceite incoloro con un rendimiento de 37%.
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"H-RMN (400 MHz, CD,CN) & (ppm): 1.01 (m, 2H), 1.08 (t, 3H, ) = 6.8 Hz), 1.81
(s, m, T0H), 3.00 (m, 2H), 7.22 (m, 5H), 7.58 (m, 2H); >C-RMN (100 MHz,
CD,CN) & (ppm) 15.7, 22.1, 45.4, 46.1, 59.9, 60.1, 80.7, 126.1, 127.5, 127.7,
128.7,128.8, 128.9, 129.1, 130.4, 130.8, 132.6, 135.1, 138.0. MS m/z
[%Abundancial: 58 [100], 212 [37], 221 [72], 317 [30]. UV-Vis (EtOH, &, [log
e]) 252[3.80], 274[4.18] con una banda ancha a 290(3.88].
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CAPITULO

RESULTADOS y DISCUSION

3.1) Fotofisica de Cloroprotixeno (CPTX 3b)

Z-Cloroprotixeno (zCPTX, 3b) es un compuesto heterociclico que pertenece a la
familia de la tioxantina (Fig. 3.1) y tiene efectos neurolépticos similares a los
antipsicoticos fenotiazinicos. La principal indicacién de zCPTX en Europa es para el

4 .
84y el sindrome

tratamiento de desérdenes psicoticos como la esquizofrenia
maniaco-depresivo que producen los desérdenes bipolares. Su potencia neuroléptica
es mas baja (~2/3) que la de su homélogo fenotiazinico, cloropromazina (CPZ, 2b).
Por su baja toxicidad se usa también en el tratamiento de la depresion y la fobia 1831,
zCPTX act@ia como antagonista del receptor dopamina y tiene gran afinidad por el
receptor D2. Estudios en vitro muestran que la inhibicién de la dopamina causa un
estimulo en la actividad de la adenilil ciclasa en el cerebro de ratas. Muchos de sus
efectos secundarios son predecibles basados en la interaccion entre la droga y el
receptor. Los efectos secundarios mas comunes son: sedacion, continencia urinaria,
resequedad bucal, visién borrosa, taquicardia sinusal de reposo y fototoxicidad.®”

Los efectos secundarios extrapiramidales incluyen la acatisia, el parkinsonismo, las

distonfas, y otros.
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Figura 3.1
Metabolitos de zCPTX 3b.

J

D-

Z-CPTX50 ZOMCPTX Z-CPTXNO

" CL g

Z-LPTR-6ON Z-CPTX-TOH

Es bien conocido que muchas drogas neurolépticas son fotosensibles, por lo que
al exponerse a la luz solar pueden causar efectos adversos en la piel como
erupciones, manchas y alergias. Esta fotosensibilizacion puede ser definida como
reaccion cutanea en respuesta a la interaccion de la radiaciéon solar con sustancias
fotosensibilizantes que se encuentran en la superficie de la piel tras su administracion
topica o sistémica. Si existe implicaci()n inmunolégica se denomina dermatitis
fotoalérgica y si no dermatitis fototoxica.””! Se ha demostrado en estudios en vitro
que, bajo radiacion ultravioleta (UVA), estas drogas causan fotohemolisis, proceso

que se usa como parametro para determinar la potencia del agente fototoxico.
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En los derivados de tioxantina, un sustituyente en la posicion 2 del heterociclo
introduce un isémero geométrico (Z/E), porque en la posicion 9 hay una insaturacion
que conecta al heterociclo con una cadena amino alifatica. Se conoce que el isbmero
Z es el que tiene actividad terapéutica, por lo que es imprescindible evitar la
formacion del isbmero E, porque disminuye la biodisponibilidad del isomero Z.
Ademas, el isdbmero E es considerado como un contaminante en la formulacion del
farmaco.”®® Para evitar su formacion, es coman el uso de empaques que protejan la

droga de luz ultravioleta.

Los metabolitos mas comunes de zCPTX en el ser humano son el sulféxido
(zCPTXSO 3e), el derivado N-desmetilado (zDMCPTX) y el N-6xido (zCPTXNO) (Fig.
3.1). Ademas, no se descartan los derivados fendlicos correspondientes en las
posiciones 6 (zCPTX-60H) y 7 (zCPTX-70OH) del heterociclo.® Estos metabolitos
son analogos a los de CPZ 2b y son de especial interés porque también poseen

actividad terapedtica.

El espectro de absorcion de zCPTX base libre en los diferentes disolventes muestra
tres maximos de absorcion a 229, 269 y 328 nm (Fig. 3.2). Estos maximos no
cambian significativamente en disolventes polares aproéticos (acetonitrilo), polares
préticos (metanol y etanol) y no polares (hexano). Se observa que en hexano el
coeficiente de absorcion molar a 271 nm es mas pequefio que en los demas
disolventes. Esto implica que la probabilidad de la transicion electronica
correspondiente depende del microambiente en que se encuentra la droga. En
términos generales, zZCPTX-HC| muestra un comportamiento similar a zCPTX base
libre, con la diferencia de que la banda a 328 nm se desplaza hipsocrbmicamente 3
nm cuando se mide en solucion tampéon PBS/7.4. Este comportamiento es
caracteristico de transiciones nm*, aunque la banda también posee un pequefio

componente nr*. Segln indican los calculos DFT, esta banda tiene un maximo en
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334 nm para zCPTX y se produce de la transicion HOMO — LUMO+1 con un
pequeio componente de la transicion HOMO — LUMO."”?" El orbital HOMO, a su
vez, contiene los electrones n del azufre con una pequena aportacion de los

electrones 1t del doble enlace.
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Las longitudes de onda méaximas de emisién de zCPTX base libre y zCPTX-HCl son
aproximadamente 393 y 403 nm, respectivamente (Fig. 3.3). Estos maximos son entre
58 y 68 nm menores a los de su homélogo CPZ 2b. Esto confirma que el estado
singlete excitado de 'zCPTX* es menos polar que el de 'CPZ*, lo que puede ser
inducido por la planaridad de la molécula en el estado excitado y su distribucion
electronica. La energfa singlete de zCPTX es 335 kJ/mol, la cual es similar a la CPZ
(321 kJ/mol). Claramente, el intercambio del nitrogeno de la posicion-10 de la
fenotiazina por un alqueno no produce cambios significativos en la energia del estado
singlete. Su desplazamiento de Stokes es aproximadamente 5 x 10> cm™, pero estos
son mayores para zCPTX-HCI (Tabla 3.1). Este desplazamiento tiene la mitad de la
magnitud que el reportado para CPZ."® En resumen, el 'zCPTX* tiene un gran
caracter de transferencia de carga y se estabiliza mejor mientras mas polarizable es

el disolvente. La eficiencia de emision (¢;) de zCPTX esta en el rango de (2.0 - 6.0)
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x 107 (Tabla 3.1), lo que indica que la desactivacion por emision de fluorescencia no
es el mecanismo mas favorecido, similar a CPZ (¢, = 8.9 x 10).”°’ Los rendimientos
cuanticos de fluorescencia son pequefos, pero aumentan con la viscosidad del
disolvente. Un comportamiento similar se ha observado para algunos alquenos,

. 90
como el estilbeno.”

Tabla 3.1 Propiedades fotoffsicas de zCPTX-base libre 3b
Solvente Acetonitrilo? Metanol Etanol Hexano
nicp) /T (°C) 0.38 /15 0.59/20 1.1/25 1.0/20
Absorbancia
Xmax (nm) [|og €] | 230 [4.53], 229 [4.50], 231 [4.52], 231 [4.18],
271 [4.15], 269 [4.13], 271 [4.14], 271 [4.10],
325 [3.50] 328 [3.50] 327 [3.51] 328 [3.46]
Emision
A (nm) 393 393 397 394
E, (kcal/mol) 80.6 80.4 79.9 80.1
(k)/mol) 337 336 334 335
Desplazam. 5324 5043 5392 5107
Stokes (cm™)
P, 0.0032 0.0034 0.0044 0.0064"

a) Propiedades de absorcion de ECPTX base libre en MeCN: 270 (1.53 +0.01;
4.18), 323 (0.30 £0.07; 3.48 ). Este coeficiente fue obtenido de la resta de
espectros de absorcion de la fot6lisis de zCPTX base libre en acetonitrilo.

b) Medido en ciclohexano (viscosidad = 0.98 cp a 25°C)
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Por otro lado, estos rendimientos disminuyen con la polaridad del disolvente por
lo altamente polarizable que es 'zCPTX*.”"! El tiempo de vida del 'zCPTX* no se
pudo medir con exactitud, porque es menor que la resolucién del sistema utilizado
(t> 1.8 ns). Laregresion matematica de los resultados produce valores que flucttan
entre 0.1y 0.4 ns, que estan por debajo de la resolucion del equipo. Estudios previos
de moléculas que se fotoisomerizan como est1ilbeno (ESB), indican que el tiempo de
vida del estado excitado singlete ('ESB*) depende de la viscosidad del disolvente. Los
valores de tiempo de vida descritos para 'ESB*, estan en la region de los
picosegundos, lo que concuerda con los valores obtenidos para 'zCPTX*. Solamente
cuando el estilbeno esta congelado en un vidrio a 77 K se observa un aumento en su

rendimiento cuéntico de fluorescencia (¢; = 0.95) y su tiempo de vida (t; = 1.6 ns).

Las propiedades del estado excitado triplete de zCPTX (*zCPTX*) fueron
determinadas mediante fosforimetria y fot6lisis de destello laser (FDL). La emision de
zCPTX en un vidrio de etanol a 77 K, tiene un maximo de emisiéon a 406 nm (Fig.
3.4). Si comparamos el maximo de emision de fluorescencia de zCPTX (397 nm) en
el mismo disolvente, la diferencia entre ambos maximos es 9 nm. Esto sugiere que

la emision que se observa debe ser emision de fluorescencia y no fosforescencia,
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como ocurre con el ESB. Este resultado coincide con los estudios reportados para
ESB, en donde se concluye que el proceso de isomerizacion disminuye a 77 Ky la

molécula puede desactivarse mejor por fluorescencia.

1.2
Figura 3.4
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La FDL de zCPTX-HCl a 308 nm bajo nitrégeno produce una especie transitoria
de corta vida a 360 nm con un tiempo de vida de 56 ns (r* = 0.8805, Fig. 3.5).
Ademas, se observa una banda de emisién desde 380 a 450 nm. Curiosamente, la
emision producida tiene un maximo en 390 nm, el cual coincide con el maximo de
fluorescencia de 'zCPTX*, con un tiempo de vida no mayor a 35 ns. Por otro lado,
la emision con un maximo a 420 nm corresponde a una energia de 284 kJ/mol. Este
fendbmeno de emision puede ser atribuido a fluorescencia tardia tipo P, observada por
primera vez para el pireno. El mecanismo de este proceso consiste en la
autoinhibicion de dos tripletes excitados para producir un singlete excitado y un
estado raso, obedeciendo la regla del espin. El estado singlete excitado se desactiva
entonces por fluorescencia, dando lugar a fluorescencia tipo P. Ademas, la eficiencia

de este proceso es proporcional al cuadrado de la potencia de radiacién. En otras
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palabras, a altas intensidades de irradiacion mayor la emision tardia. En este
experimento se utilizé el laser excimero con una energia suficiente para inducir este

comportamiento (40 m)/pulso).

Figura 3.5 Fotolisis de destello laser (A.,. = 308 nm, acetonitrilo, nitrégeno) de
zCPTX-HCI. Espectro de absorcion obtenido a: (®) 0.01 us, (¥) 0.03 pus,
(a) 0.04 psy (M) 0.05 ps después del pulso de laser. DERECHA: Cinética
de desactivacion del intermedio a 360 nm en la fotolisis de destello laser
de CPTX-HCI en MeCN bajo condiciones anaerdbicas.
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Para identificar el intermedio de corta vida que se observa a 360 nmen la FDL de
zCPTX, se sintetiz6 el 2-cloro-9-metilenotioxanteno (CMTX 3d, ver Cap. 2). Este
compuesto modelo no tiene la cadena lateral alquil-amino que tiene zCPTX en la
posicion 9, pero mantiene el croméforo intacto. El espectro de absorcion de CMTX
en acetonitrilo muestra tres maximos a 231, 270 y 338 nm (Fig. 3.6). Estos maximos
de absorcion son similares a los reportados por Kim Sung y colaboradores para 9-
metilenotioxanteno (MTX, A.. = 229, 266.5, 333 nm en hexano)’". El
desplazamiento batocrémico que experimenta CMTX en sus longitudes de onda
referente a MTX, se deben a la sustitucion del &tomo de cloro en la posicion 2 del

heterociclo y al disolvente utilizado.”*** El espectro de absorcion de CMTX es muy

parecido al de zCPTX, la diferencia se encuentra en el desplazamiento batocrémico
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de la banda n7* en la regién UVA (~10 nm). Esta diferencia sugiere que CMTX es
mas plana que zCPTXy que los electrones se pueden deslocalizar mejor. De hecho,
los resultados DFT de A (nm [oscilador]), angulo de torsién 14-10-11-12 (grados; ver
Fig. 1.1), y angulo de torsién 14-10-11-1 para zCPTX son, respectivamente: 322
[0.06] & 334 [0.13] nm, 42.1, 137.5. Los valores correspondientes para CMTX, son,
respectivamente: 336 [0.10] & 344 [0.11] nm, 17.5, y 163.3.  Estos resultados

explican las diferencias en las propiedades de ambos compuestos.

1.2 1.2
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El 'CMTX* posee un maximo de emision en 402 nm y un desplazamiento Stokes
de 4710 cm™ (Fig. 3.6). Ademas, tiene una energia singlete de 319 kJ/mol (76.2
kcal/mol). Estas propiedades fotofisicas confirman que la cadena alquil-amino de
zCPTX no introduce grandes cambios en las propiedades fotofisicas de CMTX y
permite a su vez eliminar procesos de desactivacion del movimiento de la cadena
alquil-amino. La FDL de CMTX bajo condiciones anaerébicas muestra una especie

de corta vida (t < 50 ns) con un maximo a 390 nm (Fig. 3.7). Esta banda de absorcién
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llega hasta los 440 nm y puede ser atribuida al estado triplete excitado de CMTX
(CMTX*) o una especie diradical del alqueno. Segtn los célculos teoricos, este
intermedio corresponde al triplete. Los resultados predicen una absorcion a 415 y
440 nm para el triplete, mientras la del diradical debe aparecer a 363 y 383 nm. Bajo
condiciones aer6bicas se observa un comportamiento similar y el maximo de
absorcion se desplaza a410 nm. Esinteresante sefalar que esta especie de corta vida
basicamente decae durante el pulso. Esto sugiere, que en presencia de la cadena
alquil-amino, este intermedio debe tener un tiempo de vida menor, ya que la misma
introduce procesos de desactivacion por movimientos vibracionales y rotacionales.
Es por esta razén que es dificil medir las propiedades de este intermedio con la
instrumentacion disponible. Estos datos confirman que la especie transitoria que se
ve a 360 nm para zCPTX puede ser la misma especie de corta vida que se observa
para CMTX (390 nm). La diferencia en los méaximos de absorcion se puede atribuir

a la planaridad de ambos sistemas, como se mencioné anteriormente.

0.08
e Figura 3.7
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de CMTX 3d en
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= 355 nm: A, =0.13; E~
0.02 19 mJ/pulso; (®) 0.049
us, () 0.098 ps, (M) 0.25
0.00 usy (4) 0.49 us.
0.02

Pagina - 70 de 200 -



Fotoguimica y Fotoffsica de Farmacos Neurolépticos Cap. 3 - Resultados y Discusion

La fotoquimica de zCPTX-HCI en agua fue previamente descrita por Li-Wan y

35 . .
351" Estos autores observaron que, en ausencia de oxigeno, ocurre la

colaboradores.
fotoisomerizacion Z/E. En presencia de oxigeno, por otro lado, ocurre la
isomerizacion junto con la formacion de 2-clorotioxantona (CTX 3c). Para la
formacion de este Gltimo compuesto proponen un mecanismo con un reordenamiento
1,4-sigmatrépico del zCPTX* que produce el compuesto [3-(2-cloro-9H-
tioxanten-9-il)-propenil]-dimetilamina (Fig. 3.8). La fotodescomposicion de este
compuesto en presencia de oxigeno y luz produce CTX. La reorganizaciéon antes
descrita no aparece reportada en la literatura y, ademaés, no se espera la formacion del
compuesto que reportan. Encontraron, ademas, que irradiar zCPTX en condiciones
anaerobicas produce una fotoisomerizacion lenta y la formacién de un producto
desconocido bien inestable. Mas aln, los rendimientos cuanticos de estos procesos
no fueron reportados, ni los efectos del pH y la concentracién sobre ellos. Tomando
en consideracion que la fotoquimica de este compuesto depende del microambiente
donde se encuentra, en este trabajo se estudi6 sus propiedades fotoquimicas
controlando la longitud de onda de excitacion, la concentracion de hidronio, la

polaridad del medio y la presencia o ausencia de oxigeno, para proponer un

mecanismo que explique mejor los productos que se obtienen.

s
CLI e OO0
v Figura 3.8

H Intermedio propuesto por
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e
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3.2) Fotoquimica de CPTX 3b en Acetonitrilo

Las reacciones de fotoisomerizacion son de mucha relevancia en procesos
fotobiolégicos como la visién y en procesos industriales como la produccion de
Vitamina A y Vitamina D. La fotoisomerizacién de zCPTX y zCPTX-HCI en
acetonitrilo bajo condiciones anaerbbicas es de primer orden en los primeros 90
segundos de reaccién (Fig. 3.9). Durante este periodo esencialmente lo que ocurre
es la isomerizacion de zCPTX a ECPTX. La absorcion a 230 nm disminuye porque el
coeficiente de absorciéon molar de ECPTX es menor al de zCPTX (Fig. 3.10). El
espectro de absorcion de ECPTX se calculé matematicamente mediante la resta de la
absorcion que aporta zCPTX del espectro resultante de la fotélisis. Esto es posible
porque la cantidad de zCPTX se cuantificé y, durante los periodos de reaccion
considerados, solo ocurre isomerizacion. Por lo tanto, la absorciéon total en el
espectro resultante esta dada por €[zCPTX] + ¢[ECPTX]. El espectro calculado es muy
similar a los espectros de absorcion de z-Flupentixol (zFPTX) y E-Flupentixol (EFPTX)

(Fig. 3.11).
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Figura 3.10
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Después de 400 segundos de irradiaciéon se forma un equilibrio entre ambos
isobmeros, con una razoén [El/[Z] igual a 1.62. Si se irradia por periodos mas largos,
la absorcién a 324 nm disminuye, mientras que aumenta a 250 y 386 nm (Fig. 3.12).
Esto produce puntos isosbésticos a 310 nm, 345 nm y varios otros a longitudes de

onda mas cortas. El espectro de absorcion resultante concuerda con el de CTX.

Pagina - 73 de 200 -



Fotoguimica y Fotofisica de Farmacos Neurolépticos Cap. 3 - Resultados y Discusion

1.0

0.8 Figura 3.12
N Espectro de absorcion de
— ] la fotélisis de 1.93 x 10° M
c 067 zCPTX 3b en acetonitrilo
= ] bajo condiciones
C 04 ] anaerdbicas con 313 nm.
ﬂ ] Intervalo de tiempo 600 s

entre cada espectro, con
0.2 @y =0s.
200 250 300 350 400
A (nm)

Cuando se hace el mismo experimento utilizando zCPTX-HCl se observa la
fotoisomerizacion Z/E a tiempos cortos y se establece el mismo equilibrio de
isomeros. Sin embargo, a tiempos prolongados de irradiacién, no se observa ningn
aumento en la absorcion a 386 nm, pero si se observa una reduccion en el maximo
de absorcion a 230 nm. Estos resultados muestran que la protonacion de la amina
terminal en el heterociclo inhibe la formacion de CTX, lo que sugiere que los
electrones libres de la amina estan involucrados en el mecanismo de fotodestruccion.
Los rendimientos cuanticos de fotoisomerizacion Z/E (¢,.) de zCPTX (medidos al
comienzo de la fotorreaccion) fueron de 0.22 en nitrégeno y 0.21 en aire. Si
utilizamos la ecuacién del estado estacionario (Ec. 3.1) en el proceso de
fotoisomerizacion, se puede calcular que el ¢, , es 0.13. Estos resultados difieren de
los reportados para estilbeno (ESB), donde el ¢, > ¢, ., pero puede explicarse en
términos de que la distribucion electronica entre los isomeros Z/E de CPTX no cambia

demasiado, a diferencia de los isébmeros Z/E del ESB.

[E] _ E10,_;

- (3.1)
[Z]  &:¢:
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Los resultados demuestran que aproximadamente el 20% de la desactivacion del
'zCPTX* es por la fotoisomerizacion y emision de fluorescencia. Se puede concluir
que lamayor desactivacion del 'zCPTX* es por mecanismos no radiativos (conversion
interna o cruce intersistémico) y que la fotoisomerizacién proviene esencialmente del

'zCPTX*.

La fotélisis de zCPTX en acetonitrilo produce a ECPTX como producto primario
a tiempos cortos de irradiaciéon y un producto secundario en periodos prolongados
de irradiacién asignado a CTX. Ambos fotoproductos se identificaron inicialmente
usando sus espectros de absorcion obtenidos en un HPLC-UV (Fig. 3.13) y luego se
confirmaron por espectrometria de masas. La banda de absorcion a 386 nm es
caracteristica del compuesto CTX. Sin embargo, se encontré que la formacion de este
compuesto es favorecida bajo condiciones anaerébicas, contrariamente a lo reportado

en la literatura.’”

Este hecho indica que su formacion no esta determinada por la
concentracion de oxigeno, lo que apunta a una fotorreaccion que ocurre desde el
estado excitado triplete de zCPTX. El hecho de que la formacion de CTX no sea
instantanea se puede adjudicar al proceso de fotoisomerizaciéon inicial y a que el
: o - - (93]
cruce intersistémico no es eficiente, lo cual es caracteristico de los alquenos.” ™ Se
observa ademas que al cambiar el contenido de agua disuelta en acetonitrilo, se

acelera el proceso de formacion de CTX. Esto sugiere que el oxigeno del enlace

carbonilo proviene del agua.
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Ademas, se observa que cuando el 50% del reactivo inicial se ha consumido para
formar CTX, ocurre una fotosensibilizacion autocatalitica (Fig. 3.14). Bajo estas
condiciones, CTX puede competir por la absorcion de luz a 313 nm. Este
comportamiento se puede explicar en términos de la formacion del *CTX* y la
transferencia de energfa triplete que puede hacer a zCPTX. Esto puede ocurrir porque
el estado excitado triplete de CPTX parece tener una energia similar a la de CPZ,
similar a lo que ocurre con la energia del singlete. El valor experimental de dicha
energia no pudo obtenerse, ya que no pudo medirse le fosforescencia de CPTX en un
vidrio de EtOH a 77K. Sin embargo, calculos de TD-DFT predicen una energfa triplete
para CPTX de 235 kJ/mol, la cual es menor a la de CTX (E; =259.5 kJ/mol) y CPZ (E,
=251 kJ/mol). En condiciones aerobicas, ambos estados tripletes excitados (*zCPTX*
y *CTX*) se desactivan por oxigeno. Por lo tanto, ocurre una competencia entre la
transferencia de energia entre el >’zCPTX* y O,, lo que da lugar a que el rendimiento
de CTX sea menor. Si CTX se afiade a la mezcla de reaccién y se irradia a 400 nm,
donde zCPTX no absorbe, se observa un aumento inmediato en su concentracion (Fig.

3.15).
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Figura 3.14

Cinética de la formacion
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a313nm: (a)N,, ()
Aire. Fotoélisis de 0.0069
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Del analisis de la mezcla de reaccioén, por cromatograffa de gas con deteccion de
masas, se obtiene que la cantidad de CTX aumenta y, ademas, se obtiene el isomero
ECPTX. Cuando se hace el mismo experimento, pero usando a CMTX 3d como
aceptor de la energia triplete de CTX, no ocurre dicha reaccién. Estas observaciones
pueden ser resumidas en un mecanismo general para la formacién de CTX y la

fotosensibilizacion de la destruccion de zCPTX (Fig. 3.16).
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Figura 3.16 Mecanismo propuesto para la formacién de CTX 3c.
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De acuerdo con este mecanismo (x = Z 6 E), la rapidez de formacion CTX es:

d[CTX]: S pon ki ™ 3 k [H,O]
PP el o

(3.2)

)

r )
crr \ \
+I_i§§[ C"T.f-CH CTX -[ kE [XCPTX]C‘TA -[ kr[HJG]:C‘PTA .
KX + k% ) ke [xCPTX|+k°™ |\ k [H,O0]+ k5

IsC

donde kg = k; + K°; k; = k, + k'y. Usando [zCPTX], = [CTX]+ [xCPTX] y la ley de

Beer-Lambert-Bouguer, se obtiene la expresion matematica mas simple (Ec. 3.3),

A[CPTX], - [CIX]) CTX]
¥ + &[CPIX], - [CTX])

dCTX]
dt

(3.3)

= o[zCPTX], - [CTX])+

donde a, B, y y & son funciones de las constantes de rapidez, y se asume que la
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concentracion de agua se mantiene constante. La gréafica de esta ecuacioén ([CTX] vs

tiempo de fotélisis), reproduce excelentemente el comportamiento experimental.

Experimentos de FDL para determinar si el >*CTX* era inhibido por la presencia de
zCPTX, muestran que la cinética de °CTX* en presencia de zCPTX cambia
drasticamente.  Cuando CTX estd solo, la desactivaciéon del *CTX* dura

aproximadamente 15 ps (k.. = 6.7 x 10" s™'), mientras que en presencia de zCPTX

obs

decaeen 170 ns (k.. = 5.9 x 10°s™"). Con estos resultados se obtiene una constante

obs
de inhibicion de orden difusional (k,= 1.2 x 10" M™'s™) (Fig. 3.17). Lo que no es facil
de precisar es la formacion de *zCPTX*, porque su tiempo de vida es muy corto,
segln se especifica anteriormente. Ademas, en la region donde absorbe, se observa

una decoloracién por la absorcién del estado raso de CTX (“bleaching”).

12 ;

Figura 3.17

Cinética de 3CTX* en
presencia de zCPTX en
MeCN bajo condiciones
anaerobicas a 630 nm.
(@) 0.05 mM CTX, t = 14.
6 us, r* = 0.9980 ; (V)
0.05 mM CTX and 0.50
mM zCPTX, t = 0.17 us, r*
= 0.9967 Energia del
laser 5.0 mJ/pulso a 355
nm.

Mormalizado

De los datos se puede concluir que la fotoisomerizacién Z/ E no depende de si la
atmosfera es aerobica o anaerébica. Sin embargo, la cantidad de CTX aumenta con

el tiempo de irradiacién y es 2-3 veces mas rapida bajo nitrégeno (Fig. 3.14).
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3.3) Fotoquimica de zCPTX 3b en Metanol

La fotoquimica de zCTPX en MeOH no habia sido estudiada previamente. Breyer-
Pfaff y colaboradores reportaron la fotélisis del derivado fenolico (E)-7-
hidroxicloroprotixeno en este disolvente a 254 nm.® El fotoproducto primario de
esta fotorreaccion es (Z)-7-hidroxicloroprotixeno. Segln este trabajo, los parametros
que controlan la fotélisis hecha bajo condiciones aerébicas son la concentracion
inicial (~3mM), la longitud de onda de irradiacion (lampara para revelar los TLC).
Factores como la presencia o ausencia de oxigeno, la intensidad de la [ampara y la
protonacion del grupo amino terminal, no se tomaron en consideraciéon. Sin
embargo, estos autores midieron las propiedades fotofisicas como la longitud de onda
méaximo de absorcion y el coeficiente de absorciéon molar para los isomeros E/Z y

concluyen que la geometria de la molécula no tiene efecto alguno en estos valores.

Los espectros de absorciéon de zCPTXy zCPTX-HCl en MeOH (Fig. 3.18) muestran
maximos en 229, 269 y 328 nm (Tabla 3.1). Estos maximos son muy parecidos a los
reportados por Breyer-Pfaff para dichos compuestos en soluciones acuosas a pH = 1
6 pH = 9.%%" El coeficiente de absorcion molar de ambos compuestos es parecido,

lo que indica que la protonacién en el amino terminal no influye al cromoéforo.

60
co Figura 3.18 .
Espectros de absorcion de
- 40 zCPTX (@), zCPTX-HCI
- (V) y CTX (M) en metanol.
i 30
H:
=20
10
200 250 300 350 400 450
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Las propiedades del estado excitado singlete de zCPTX en MeOH estan también
reportadas en la Tabla (3.1). A diferencia de acetonitrilo, el maximo de emisién en
metanol no depende del estado de protonacion. Esto puede ser atribuido a que, en
metanol, no existe la forma protonada de zCPTX, sino la base libre. En general, los
resultados indican que la fluorescencia no es un mecanismo de desactivacion

favorecido para este farmaco.

La FDL de zCPTX en metanol es muy parecida a la observada en acetonitrilo,
donde se observa una region de emision desde 380 hasta 430 nm (Fig. 3.19). El
tiempo de vida de esta emisidon es menor a 60 ns. Ademas, se observa una especie
de corta vida a 360 nm que dura aproximadamente 32 ns en aire y 42 ns en
nitrobgeno. La region de emision en nitrogeno es muy compleja porque muestra tres
maximos a aproximadamente 390, 410y 435 nm. La emisién a 390 nm coincide con
el maximo de fluorescencia reportado para zCPTX (Tabla 3.1). Con estos datos se
puede concluir que las especies de corta vida que se producen béasicamente decaen
durante el pulso del laser. Mas aln estas bandas de emisién podrian deberse a
fluorescencia tardia. Como se explicé anteriormente, este fendbmeno puede ocurrir
porque las intensidades del laser son altas y pueden inducir la autoinhibicion de
zCPTX*. Ademas, dada la limitacion de la instrumentacion y un tiempo de vida de
'zCPTX* menor a 1 ns, este evento ocurriria durante el pulso y no se observaria
emision por fluorescencia normal. Es por esa razén que nuestra instrumentacion no

nos permite caracterizar estas especies con detalle.
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La fot6lisis estacionaria de zCPTX en metanol bajo condiciones anaerébicas se
muestra en la Fig. 3.20. Durante el tiempo de irradiacion, se observa que la
absorcién a 230 y 328 nm disminuye, mientras que la absorcién a 260 y 386 nm
aumenta. Es evidente que el aumento en absorcion en estas longitudes de onda se
debe a la formacion de CTX, el cual tiene un coeficiente de absorcién molar mayor
(Fig. 3.18). La disminucion en absorcion a 230 nm también se debe a que la razén
entre estos coeficientes a esta longitud de onda es de 3:1 (CPTX/CTX), pero no puede
ser atribuido Gnicamente a la formacion de CTX. Si asumimos como correctos los
datos reportados por Breyer—Pfaff[Sg], entonces el cambio en absorcién a 230 no es
influenciado por la formacion de ECPTX. Esto hace evidente que debe haber
formacion de otros fotoproductos. Al terminar el periodo de irradiacion, solamente
un 10% de CTX se ha formado y no se observa la formacién de puntos isosbésticos.
Si se comparan estos resultados con la fotoquimica en acetonitrilo bajo condiciones
similares, se obtiene que la formacion de CTX es 30% en la mitad del tiempo vy al
menos tiene cuatro puntos isosbésticos. El hecho de que se observen tantos puntos

isosbésticos en acetonitrilo demuestra que lareaccién es simple y que estos coinciden
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con las longitudes de onda donde CTX y CPTX tiene el mismo coeficiente de
absorcion molar (Fig. 3.1 8)*"". Estos datos demuestran que la fotoquimica de zCPTX

en metanol es mas compleja y la formacién de CTX no es favorecida.

- Figura 3.20
ey .
] Espectros de absorcion de
0.8 2004 4 g la fotélisis de 0.0163 mM
] R zCPTX en MeOH bajo
c 1 condiciones aerdbicas con
g 0.6 1 b 313 nm. Intervalo de
S Eres | tiempo 600 s entre cada
- 0.4 , ) espectro con t, = 0s.
- . . . P 20 INSERTADO:
] Cromatograma de la
0.2 - (m) fotolisis anaerobica de
] 0.024 mM zCPTX en
= MeOH durante 30 min.
200 250 300 350 400

En el mecanismo propuesto anteriormente para la formacién de CTX en la fotélisis
de CPTX en MeCN/agua se establece que el *zCPTX* lleva a cabo una fotohidratacion
tipo Markovnikov en el doble enlace (Fig. 3.21). Estas fotorreacciones estan descritas
en la literatura para alquenos aciclicos y aromaticos, tanto en agua, metanol y
soluciones acidicas.””**’! Kropp y colaboradores concluyen que estas fotorreacciones
ocurren desde ambos estados excitados (S, y T,) y que, dependiendo del sustrato, se
favorece uno de ellos. Se han reportado ejemplos donde el estado excitado que se

favorece produce el producto Markovnikov o anti-Markovnikov.
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Figura 3.21

>:< Lt}- H>—<a ﬂ H o Fotohidratacion de
H R=H CH; alquenos.

Ya que la fotolisis fue hecha en exceso de metanol, el producto de la fotorreaccion
de la Fig. 3.23 puede ser el [3-(2-cloro-9-metoxi-9H-tioxanten-9-il)-propil]-dietil
amina (CTxOMe 3g), de acuerdo a la reaccion de fotohidratacion. Para determinar
con mayor exactitud la naturaleza de los fotoproductos de zCPTX en metanol y
corroborar la formacién de este fotoproducto, se estudi6 su fotoquimica a tiempos
cortos de irradiacion. Ademas, se sintetiz6 el compuesto CTxOMe 3g a partir de
CTxOH 3f para comparacion. Lairradiacion de zCPTX en metanol bajo condiciones
anaerdbicas durante 30 minutos permite identificar los siguientes 3 fotoproductos
principales (Insertado Fig. 3.20): ECPTX (t;=14.77 min), CTxOH (3f, t; = 15.73 min)
y CTxOMe (3g, ty = 13.00 min). Ademas, se observo la formacion del alcohol
terciario, por efecto de las trazas de agua presentes en el disolvente. Este experimento
también confirma que este disolvente no facilita la formacién de CTX porque el
alcohol terciario que se forma no produce CTX. Sin embargo, a este tiempo de
irradiacion no se observa la formacion de CTX. Este hecho es de gran relevancia
porque confirma el mecanismo de fotohidratacion propuesto anteriormente. La
formacion de CTxOH no se observa en la fotélisis de zCPTX en acetonitrilo bajo
condiciones similares. Por lo tanto, se puede concluir que la formacién de CTX
depende del disolvente. Este resultado puede explicarse en términos de la pobre
estabilizacion de la sal cuaternaria de la amina en MeOH (Fig. 3.22). Por

consiguiente, CTX no es un producto principal bajo estas condiciones.
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Figura 3.22 Mecanismo para la formacién de CTX en MeCN en atmosfera de
nitrégeno.
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Como se desprende de la Fig. (3.21), en el primer paso la fotoprotonacién produce

el carbocation mas estable (Markovnikov). Luego ocurre un ataque nucleofilico del
agua o del metanol. Si el ataque es hecho por agua, se forma el alcohol terciario
correspondiente (CTxOH 3f), el cual - bajo ciertas condiciones - permitirfa a la
formacion de CTX. Bajo las condiciones de reaccién descritas se debe favorecer el

ataque nucleofilico del metanol y, por consiguiente, la formacién del compuesto 3g
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(Fig. 3.23). Este fotoproducto tiene propiedades fotofisicas similares a los derivados
9-(3-dimetilaminopropil)tioxanteno-9-ol, sustituidos en la posicion 2 (Fig. 3.24), los
cuales fueron sintetizados por Bovincino y colaboradores.””® De hecho, el derivado
con 2-cloro es usado como precursor en la sintesis de zCPTX. Los coeficientes de
absorcion molar de estos alcoholes terciarios a 230 nm (¢ ~ 7500 M cm™) son
menores que los de su alqueno correspondiente. Este comportamiento también se ha
observado en la longitud de onda maxima para el estireno (¢ ~ 10° M cm™) y su

alcohol secundario (¢ ~ 100-400 M cm™) correspondiente.

S S
LI e QO s
Cl CH,OH ¢y Figura3.23
CH;0 Fotorreaccion de zCPTX
en metanol.
3b N7 38 .

5
SOYN
n H Figura 3.24

OCH; Derivados de tioxantenol
sintetizados por
Bovincino.*

La formacion del éter en la posicion-9 del tioxanteno explicaria la gran
disminucion en absorcion a 230 nm. Ademas, estos alcoholes terciarios son
transparentes a A > 320 nm. De estos datos y de la cantidad de CTX que se formd,
se determin6 el espectro de absorcion de los fotoproductos (Fig. 3.25). Primeramente,
la absorcién de la solucion 0.0018 mM de CTX que se formé se resto de la absorcion
total de la mezcla de reaccion. Del espectro resultante (xCPTX + Fotoproducto, x =

Z 6 E) se asume que la absorcion a 330 nm pertenece exclusivamente al Z/E-CPTX
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restante, ya que los alcoholes terciarios no absorben en esta longitud de onda). Con
este dato se puede calcular la concentracién de CPTX y su espectro de absorcion. El
espectro de absorcion de los fotoproductos (CTxOH y CTxOMe) que se obtiene
mediante este método debe ser similar al del alcohol terciario sustituido en la
posicién-2 con un grupo metoxil(2-metoxi-9-(3-dimetilaminopropil)tioxanteno-9-ol)

(Fig. 3.25). Ademas, este espectro coincide con el del producto sintetizado.

0.30 -
fhciic: ] Figura 3.25
] Espectro de absorcion en
0.20 ] metanol de: (®) 0.0018
5 mM CTX, (V) 0.0076 mM
S i ] CPTX, ()0.0096 mM
g fotoproducto y (¢) 0.0096
=2 ] mM 2-metoxi-9-(3-
el dimetilaminopropil)
] tioxanteno-9-ol.
0.05 -
oo +4——rror— - ;
200 250 300 350 400

Bajo condiciones aerébicas se observa un comportamiento similar tanto en el
espectro de absorcion como en la formacion de fotoproductos de zCPTX. Este
comportamiento es interesante porque los fotoproductos que se favorecen
aparentemente no son derivados de fotorreacciones del croméforo de zCPTX* con
oxigeno. Obviamente, no se descartan reacciones de oxigeno singlete formado por
la sensibilizacion de *zCPTX* o del *CTX*, pero probablemente ocurran con laamina
terminal, lo cual no altera las propiedades del croméforo. De acuerdo con los
resultados, la formacion de CTX es 19% bajo estas condiciones y las curvas cinéticas

a 230 nm en ambos microambientes son iguales como muestra la Fig. 3.26).
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Las soluciones de ambas fotorreacciones fueron analizadas por cromatografia de
gas usando un detector de masas (GC-MS). Ciertamente, la cantidad de fotoproductos
volatiles que se obtiene en metanol es mayor al de los productos caracterizados en
acetonitrilo. Se pueden identificar la formacion de tioxantona (TX), CTX y ECPTX.
Los otros fotoproductos son dificiles de identificar porque, basicamente, no muestran
la masa molecular exacta. Sin embargo, por el patron de fragmentacion, se puede
predecir que son compuestos muy parecidos a zCPTX. La formacion de TX debe
provenir de la fotodescloraciéon de CTX, porque este fotoproducto se observa en
soluciones utilizadas para la FDL de CTX. El 19% de formacién de CTX se determin6
por absorcion. En realidad, este por ciento debe de ser menor, porque TX aporta a

la absorcion en la longitud de onda utilizada.
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3.4) Fotoquimica de zCPTX 3b en Etanol

El espectro de absorcion de zCPTX en etanol posee maximos a 230, 270 y 327 nm
(Fig. 3.27). Lafotoffsica y la fotoquimica de zCTPX en etanol no han sido estudiadas
previamente. CTX es un fotoproducto de la fotoquimica de zCPTX en MeCN vy
MeOH. Por tal razén, también se determiné el espectro de absorcién de CTX en
etanol (Fig. 3.27). Entre los espectros de absorciéon de zCPTX y CTX puede observarse
la formacién de 5 puntos isosbésticos (238, 284, 292, 310 y 344 nm).

Figura 3.27

Espectro de absorcion de
zCPTX (@) y CTX (V) en
etanol.

200 250 300 350 400 450
E{nmj)

Lafot6lisis de 0.028 mM zCPTX en EtOH bajo condiciones aerébicas produce una
disminucién en la absorbancia a 230 y 327 nm, mientras se observa un aumento en
la absorcién a 260 y 386 nm (Fig. 3.28). A primera impresion, la fotodegradacion de
zCPTX en EtOH es parecida a la observada en MeOH (Fig. 3.20). Sin embargo, la
fotoquimica de zCPTX en EtOH es compleja, ya que la misma no muestra ningan
punto isosbéstico. Como la absorcién a 386 nm corresponde a la formacién de CTX,
se puede calcular que después de una hora de fotélisis s6lo se ha formado un 7% de

CTX. Si asumimos que zCPTX se esta convirtiendo solo en CTX, entonces deberia de
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observarse una disminucion en la absorcion a 230 nm de un 10%. Sin embargo, la
disminucién en absorcion a esta longitud de onda es de aproximadamente un 25%.
Estos resultados apuntan a la formacién de otros fotoproductos con un coeficiente de
absorcion molar mas pequefio que los de CTX y zCPTX en esta region. Segin el
mecanismo descrito anteriormente, este fotoproducto puede adjudicarse al [3-(2-
cloro-9-etoxi-9H-tioxanten-9-il)-propil]-dietil-amina (CTxOEt 3h). Tomando en
consideracion el espectro de absorcion final de la fot6lisis, se puede determinar que
se form6 0.0025 mM de CTX. La absorciéon de CTX puede ser restada y obtener el
espectro de absorcion de CPTX + fotoproductos. Asumiendo que toda la absorcion
a 322 nm de este espectro le pertenece a CPTX, se obtiene una concentracién de
0.0128 mM. Finalmente se obtiene el espectro de absorcion del fotoproducto o
fotoproductos (Fig. 3.29). Es evidente que en EtOH no se favorece la formacion de

CTX, como ocurre en MeCN.

Figura 3.28

Fotolisis de zCPTX base
libre en EtOH bajo
condiciones aerdbicas a
313 nm (A,,, = 0.070).
Los intérvalos de
irradiacion son 600 s. con

Absorcin

Curva para
A =-0.61 + 0.61e %"
(r* = 0.9999).
200 230 300 350 400 450
% (mm)
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0.5
s o Figura 3.29
] Espectro de absorcion en
etanol de: (V) 0.0128 mM
S 0.3 CPTX, (®) 0.0025 mM
3 CTX y (M) 0.0149 mM los
S fotoproductos.
=1
= 0.2
0.1
0.0 4 T - : >
200 250 300 350 400 450
£ i{nmj

La fotoquimica de CPTX en EtOH bajo condiciones anaer6bicas muestra un
comportamiento similar al descrito para el proceso aerébico (Fig. 3.30). Ladiferencia
principal inducida por la atmoésfera del sistema se observa en el maximo a 206 nm.
En esta longitud de onda, el coeficiente de absorcion molar de las especies es mayor
bajo aire. Sin embargo, la constante de rapidez medida a 230 nm no se afecta por la
presencia de oxigeno. Este hecho puede sugerir que la fotoprotonacién del alqueno
de zCPTX puede ocurrir desde el estado excitado singlete bajo irradiacion directa.
Por esta razon, la cinética de la fotodegradacion de zCPTX a 230 nm es la misma en
PBS/7.4, MeOH y EtOH. El paso determinante en la fotodegradacion de zCPTX es la
fotoprotonacion del alqueno y como la acidez del agua (pKw = 14), del MeOH (pKa
=15.5) y del EtOH (pKa =15.9) son similares, no se observa diferencia alguna en este

proceso.
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1.0

Figura 3.30

Fotolisis de 0.028 mM
zCPTX base libre en EtOH
bajo condiciones
anaerobicas a 313 nm (A,
= 0.073). Los intérvalos
de irradiaciéon son 600 s.
=0 conty, =0s.
RECUADRO: Curva para
OD = -0.70 + 0.75e 0%
(r* = 0.9999).

Absorcion

450

3.5) Fotoquimica de zCPTX-HCl en solucién tampon de fosfato con pH = 7.4

La fotofisica y fotoquimica de zCPTX-HCl en solucién tampén de fosfato (PBS/7.4)
no ha sido reportada anteriormente. El espectro de absorciéon de zCPTX-HCI en
PBS/7.4 muestra tres maximos en la region ultravioleta a 230, 267 y 324 nm (Fig.
3.31, Tabla 3.2). Estos maximos coinciden con los reportados por Misiuk, Bovincino

85,96 o >
85961 E|  maximo de absorcion a 324 nm se desplaza

y colaboradores.
hipsocrémicamente con un aumento en la polaridad del disolvente. Este cambio es
caracteristico de transiciones n-n* en medio polar prético. Sin embargo, calculos
tedrico-cuanticos indican que esta transicion electrénica no es completamente n-r*.
Ademas, Bovincino sefiala que esta transicion es caracteristica de la insaturaciéon que

6]

hay en la posicion 9 del tioxanteno.”® Es importante sefialar que este farmaco

precipita a concentraciones mayores de 120 uM.
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Figura 3.31
Espectro de absorcion
2 (A),excitacion (@) y
& emision (V) de zCPTX-
8 HCl en solucién tampon
; de fosfato (PBS 7.4).
00 250 300 350 400 450 500
A [rm)
Tabla 3.2 Propiedades fotofisicas de zCPTX-HCI
Solvente Acetonitrilo Metanol PBS/7.4
Absorbancia
Amax (NM) [log €] 231 [4.53], 230 [4.52], 229 [4.54],
270 [4.13], 270 [4.13], 269 [4.14],
328 [3.50] 328 [3.50] 325 [3.43]
Emision
A (NM) 403 389 405
E, (kcal/mol) 80.1 80.8 78.7
(k)/mol) 335 338 329
Desplazamiento 5674 4781 6173
Stokes (cm™)
o 0.0022 0.0023 0.0024

Las propiedades del estado singlete excitado de zCPTX-HCI también fueron

medidas en PBS/7.4 (Fig. 3.31, Tabla 3.2). La longitud de onda de emision se
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desplaza batocromicamente en 10 nm relativo a la de zCPTX (A,,,,, = 393 nm). Esta

max
longitud de onda de emision es independiente de la longitud onda de excitacién en
el rango 250-340 nm (Fig. 3.32). Esto implica que la molécula solo tiene un
fluor6foro.  El espectro de excitacion (Fig. 3.31) confirma que transiciones
electronicas del estado raso contribuyen a la emision de 405 nm. La energfa singlete
es 329 kJ/mol (78.7 Kcal/mol), la cual es similar a la obtenida en acetonitrilo y
metanol (Tabla 3.2). El desplazamiento Stokes de este farmaco en PBS/7.4 es 6 x 10°
cm”, lo que representa el mayor desplazamiento Stokes obtenido en cualquiera de
los disolventes utilizados. Este valor, ademas, es indicativo de la alta polaridad del
estado excitado singlete del farmaco y, por consiguiente, su estabilidad térmica en
disolventes polares préticos. El rendimiento cuéantico de fluorescencia de zCPTX-HCI
en PBS/7.4 es 2.4 x 10, medido a 280 nm. Este valor de la eficiencia de emision es
el mismo en metanol y acetonitrilo y, en ambos disolventes, es ligeramente menor al
de zCPTX. Por lo tanto, la desactivacion por fluorescencia no es el mecanismo
favorecido para esta molécula. Finalmente se observa que la eficiencia de emision

depende de la longitud de onda de excitacion (Fig. 3.32).

Je+b -
] —— A[250} =0.160 -
3e+5 ] —v— A[260} =0.160 Figura 3.32
; :Eg: :Ej;’; Espectros de emision de
2e+5 ] —a— A[250)=0.115 zCPTX-HCl en PBS /7.4 a
= ] ==&= Ap300 =017 distintas longitudes de
= ] = A[310}) =0.0%4 Ky
B 2a45 | v A[320)=0112 onda de excitacion.
3 ] ) —=— A[220)=0.110
= . . 4y —— A[340)=0.038
1e+h ] |
Se+d
U " + e i ———r —— —— R . e i

350 375 400 425 450 475 500

Pagina - 94 de 200 -



Fotoguimica y Fotoffsica de Farmacos Neurolépticos Cap. 3 - Resultados y Discusion

La fotolisis de zCPTX-HCI (18.8 uM) en PBS/7.4 bajo condiciones anaerébicas
muestra una disminucion drastica en la absorcion de 230 nm (Fig. 3.33). Este mismo
comportamiento se observa para las fotolisis en MeCN vy alcoholes. Durante la
fot6lisis se forman tres puntos isosbésticos a 203, 293 y 310 nm, lo que sugiere que
la fotoquimica tiene un mecanismo simple y, probablemente, se forma un solo
producto. A diferencia de la fotoquimica de zCPTX en MeCN y MeOH, no se observa
un aumento claro en la absorcion a 386 nm. Esto sugiere que, bajo estas

condiciones, la formacion de CTX no es favorecida.

Figura 3.33

Espectro de absorcion de
la foto6lisis a 313 nm de
0.0188 mM zCPTX-HCI
en PBS/7.4 bajo
e 3M 3 34 3% condiciones anaerobicas.
Lot Intérvalo de tiempo de
600 s entre cada espectro
(t,=0s).

Absorcion

200 220 240 260 280 300
% [nm)

La fotolisis bajo condiciones aerébicas muestra resultados similares (Fig. 3.34),
pero la constante de rapidez es menor por un factor de aproximadamente 2 (Fig.
3.35). Ademas, el punto isosbéstico a 203 nm no se define bien en condiciones
aerébicas. Esto se debe adjudicar a que el oxigeno disuelto aporta cierta absorcién
en esta region, como lo confirma el hecho de que burbujear con nitrégeno disminuye
las absorciones en la region de 200 a 210 nm. Por otro lado, los restantes dos puntos
isosbésticos se definen claramente. La mayor constante de fotodegradacion bajo

nitrobgeno se debe a que solo se usé la mitad de la concentracion inicial de zCPTX-

HCl (18.8 uM) para la fotélisis en condiciones anaerébicas. De hecho, ambas
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soluciones se preparan con la misma concentracion inicial, pero luego de burbujear

con nitrégeno, se observa una disminucion en la absorcion (Fig. 3.33). Esto se puede

atribuir a que, durante el burbujeo, la temperatura de la solucién disminuye e induce

la precipitacion del farmaco.

1.5 015
, '.E A0
] .-
i w
1.0 5 5008
- .
5 ]
= . 0.00 |
2 300 310 320 330 340 350
=2 3. frm)
0.5
U.U T T T T T T T T T T T T T T T T
200 220 240 260 280 300
{nm)
0.0 =
. 02
-
TE 0.4 -
r4
j 0.6
3
0.8
-10’ T T T T T T T T T
] 2000 A000 6000
Tiempo (s)

Figura 3.34

Espectro de absorcion de
la fotolisis a 313 nm de
0.036 mM zCPTX_HCI
en PBS/7.4 bajo
condiciones aerdbicas.
Intérvalo de tiempo de
600 s entre cada espectro
(t,=05).

Figura 3.35

Cinética de la fotoquimica
de zCPTX-HCl en PBS/7.4
bajo nitroégeno (@) y aire

().
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CTX no se forma en la fotolisis de zCPTX-HCI en PBS/7.4, a diferencia de la
fotoquimica en acetonitrilo, metanol y etanol. Esto indica que los pares de electrones
libres del amino terminal estan involucrados en el mecanismo de formacion de CTX.
Mas adn, la disminucion en absorcion a 230 nm no se debe a la formacion del
isomero ECPTX. Esta disminucion puede ser atribuida a la formacién de 2-cloro-9-(3-
dimetilaminopropil)tioxanten-9-ol (CTxOH 3f), el cual tiene un coeficiente de

. . ) I [96]
absorcién molar menor en esta region, segn reporta Bovincino y colaboradores.

3.6) Fotofisica de CTX 3c en soluciones acuosas de acetonitrilo

Tioxantona (TX) ha sido utilizada por décadas como sensibilizador en foto-
isomerizaciones cis-trans y ladimerizacion de sistemas o, 3-insaturados (enonas)."?”%%
Esta aplicacion es posible gracias a sus excelentes propiedades fotofisicas, a saber: (a)
su cruce intersistémico (ISC) tiene un rendimiento mayor de 0.50; (b) su energfa del
estado triplete es mayor a 251 kJ/mol y, (c) para un gran niimero de aceptores,
participa en procesos de transferencia de energia con rapidez difusional (k;; ~ 10"
M™ s"). Los derivados de TX se utilizan como fotoiniciadores en reacciones de
polimerizacion, debido a que pueden inducir la formacion de radicales libres (K., gicares
~10° M s”') mediante la transferencia de electrones. Se conoce que la iniciacion de
la polimerizacion se debe a la formacion de radicales del disolvente y no a la
formacion del radical cetilo. Esta propiedad es usada en aplicaciones como el curado
ultravioleta para el secado de pinturas y barnices. Ademas, se usan en técnicas como
la formacién de imagenes con laser directo y la fotoestereolitografia 3D. En la
odontologfa, los derivados de tioxantona son utilizados en presencia de resinas

fotopolimerizables para reconstrucciones dentales. También son Gtiles en la terapia

fotodindmica y han demostrado que son eficaces en el tratamiento de tumores
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A1 99 , . . .
s6lidos."”” Los derivados de TX clorados en la posicion 1 (Ver Fig. 1.1) son utilizados
., . . . . . . . ., ., . [100]
en lafotogeneracion de acidos inorganicos que inducen polimerizacién cationica.
Esta técnica de fotopolimerizacion es utilizada en resinas epoxidicas, las cuales

inician su polimerizacién luego que se produce el acido fuerte (HCI).

La 2-clorotioxantona (CTX 3c) es un derivado de TX que se utiliza para la
preparacion de productos farmacéuticos como zCPTX. Ademas, se determin6
previamente que CTX es un fotoproducto secundario de la fotélisis de zCPTX, cuando
éste esirradiado a 313 nm. Este fotoproducto es favorecido en ambientes anaerébicos
contrario a lo reportado por Li-Wan"?' y se forma de la fotorreaccion del estado
triplete excitado de zCPTX con agua. Luego este se autocataliza por el mecanismo
de transferencia de energfa triplete-triplete entre *CTX* y zCPTX.”?! En este trabajo,
las propiedades fotoffsicas de CTX se midieron en soluciones de acetonitrilo/agua para
determinar si lamagnitud de los efectos secundarios relacionados con la fototoxicidad

de zCPTX, se correlacionan con la formacion de CTX.

El espectro de absorcion de CTX en MeCN muestra cuatro maximos a 259, 292,
305 y 386 nm (Fig. 3.36, Tabla 3.3). A medida que aumenta el contenido de agua,
los maximos a 259 y 386 nm experimentan un pequefio desplazamiento batocrémico
de aproximadamente 2 y 3 nm, respectivamente. También se observa un cambio
hipercromico con el aumento del contenido de agua, el cual disminuye cuando la
relacion de MeCN/Aguaes 1:1. Este comportamiento indica que esta transicion tiene
un caracter n*. Las transiciones electrénicas que ocurren a longitudes de ondas
mayores de 300 nm, pero menores de 386 nm, no se ven afectadas por la
composicién del disolvente, con la excepcion de la banda a 305 nm. Esta Gltima
banda muestra un desplazamiento hipsocrémico que desaparece en la mezclaMeCN
/ agua (1:4). Los calculos DFT indican que la banda a 386 nm es producida por la

combinacién de las transiciones electronicas n = n* y © — =*. El orbital n
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corresponde a los &tomos de cloro y azufre y el orbital ©* pertenece al sistema de
anillos. Para fines de comparacion, el espectro de absorcion de TX se midié en
acetonitrilo. Relativo a TX, los maximos de absorcién en la region UVB y UVA se
desplazan hacia el azul por aproximadamente 6 nm, pero no se observa ningtin efecto
en la magnitud del coeficiente de absorcién molar (Tabla 3.3). Estos resultados son

[1o1] Estos autores

semejantes a los reportados por Neumann y colaboradores.
encontraron que las sustituciones en el sistema aromatico de la TX introduce s6lo
pequefios cambios en el maximo de absorcion (AL = = 10 nm) y el coeficiente de
absorcion molar (Aloge = + 0.2). Ademas, cambiar el disolvente no induce cambios

. . pe . . s . . .. 2
significativos en las longitudes de onda maxima y en la intensidad de absorcion.!'**

50
] Figura 3.36
e Espectros de absorcion de
] CTX 3c en mezclas de
"E 3q ] agua/MeCN:
T ] (®) MeCN,
] (V) MeCN/Agua (4:1),
= 20 - (™) MeCN/Agua (2:1),
() MeCN/Agua (1:1) y
i (A) TX (MeCN).
¥ INSERTADO: Espectro en
] la region 330 - 430 nm.
0
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El espectro de emision de fluorescencia de CTX en las soluciones de MeCN/Agua
a temperatura ambiente consiste de una banda ancha con maximo en A > 400 nm
(Fig. 3.37). Cuando CTX se excita en la region de longitudes de onda entre 250-400
nm, se obtiene el mismo espectro de emision. Estos resultados indican que el
fluor6foro de CTX no cambia con el longitud de onda de excitacion. Sin embargo,
la eficiencia de emision si depende de la longitud de onda de excitacién, como se
reportd6 para zCPTX. Por otro lado, la longitud de onda de emision sufre un
desplazamiento batocrémico de aproximadamente 28 nm al cambiar de MeCN puro
a MeCN/Agua (1:4). Evidentemente existe una dependencia entre la polaridad del

medio y las propiedades de emision de CTX, seglin reportado para TX. 16

1.2
] Figura 3.37

Espectros normalizados
de emision de CTX en
soluciones acuosas de
acetonitrilo:

(@) 100% MeCN,

(o) MeCN/Agua (4:1),

(¥) MeCN/Agua (2:1),
(A) MeCN/Agua (1:1) y
(m) MeCN/Agua (1:4).

Mormalizado

El desplazamiento Stokes, sin embargo, aumenta significativamente con la
polaridad del disolvente. Esto indica que el 'CTX* es mas polar que el estado raso
correspondiente. Los calculos cuénticos predicen una diferencia de casi 2 D en el
momento dipolar entre el estado raso de CTX y 'CTX*. Para los estados excitados

singlete con caracter nm* en disolventes no polares, aumentar la capacidad del
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disolvente para hacer puentes de hidrogeno induce un desplazamiento en la longitud
de onda de emisién hacia el azul. La ausencia de tal desplazamiento sugiere que el
'CTX* tiene caracter nn* en todas las soluciones en agua/MeCN, en acuerdo con las

propiedades reportadas para TX en disolventes hidroxilicos. 1621

La energia promedio del estado singlete excitado de CTX en soluciones acuosas
es (291 + 4) kJ/mol, 45 kJ/mol menor a la de zCPTX en los solventes estudiados (336
+ 1 kJ/mol; Tabla 3.3). Este valor concuerda con las energfas del singlete excitado
'TX* en MeCN (306 kJ/mol) y en MeCN:H,O (4:1) (297 kJ/mol). Estos resultados
demuestran que la sustitucion en la posicion 2 de TX, no afecta la energiadel S,. Los
desplazamientos Stokes de TX en estos disolventes son (1.8 + 0.2) x 10’ y (2.8 £ 0.2)
x 10° cm™', respectivamente. El desplazamiento Stokes reportado para TX en MeCN
esde 2.5 x 10° cm™, lo que concuerda con nuestros datos."”! Estos valores también
coinciden muy bien con los de CTX (Tabla 3.3) y son menores a los reportados para

zCPTX, lo que corrobora el 'zCPTX* es mas polar que 'CTX*.

El tiempo de vida de fluorescencia de 'CTX* se midi6 en soluciones de
MeCN/Agua para entender el efecto del microambiente en su dinamica de relajacion
(Fig. 3.38)""?). Este parametro tiene un comportamiento monoexponencial (Fig. 3.39),
segin lo confirman los valores x* (0.88 < x* <1.11). Al igual que los valores

reportados para TX 1041

, el oxigeno disuelto no afecta significativamente el tiempo de
vida del 'CTX*, pero se observa que son ligeramente mas altos en ausencia de
oxigeno. El tiempo de vida del 'CTX* en MeCN no puede ser medido con la
instrumentacion disponible, pero Encinasy colaboradores reportaron un valorde 0.91
ns.""*?! Nuestros resultados demuestran que el tiempo de vida del 'CTX* aumenta con
el contenido de agua. Este mismo comportamiento se ha observado para TX y sus

derivados, cuyos tiempos de vida son bien cortos en disolventes polares no

hidroxilicos, como MeCN vy acetato de etilo.
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1.2

1.0 Figura 3.38
& Espectros normalizados
= 0.8 de emision de CTX en
L soluciones de MeCN/agua
E 0.6 [(m) excitacion en MeCN]:
= (®) MeCN,
= 04

() MeCN:H20 (4:1),
() MeCN:H20 (2:1),
(A) MeCN:H20 (1:1),y
(m) MeCN:H20 (1:4).

0.2
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Longitud de Onda (nm)

900
800 -
g :gg : Figura 3.39
g igg 1 Curva de desaptwamén de
W la ﬂugrescenma de CTX en
Z 500 | solucion de MeCN / H,O
100 1 (2:1) (linea azul), el ajuste
0 ; . : — [ . mono-exponencial (linea
, 65 70 75 80 85 90 95 t(ns) roja, 2 = 1.109), el IRF
8 2 (negro) y los residuales
§ (1, correspondientes
? ; (inferior).
X ;3

El rendimiento cuantico de fluorescencia (¢;) de 'CTX* fue medido en MeCN y
soluciones de MeCN/H,O. Al igual que el tiempo de vida de fluorescencia, el
rendimiento cuantico depende del contenido de agua en la solucién: a mayor
polaridad y proticidad de la mezcla, mayor el rendimiento de emision. Por ejemplo,
el rendimiento cuantico en MeCN puro es igual a ¢, = 0.008, valor muy similar al

reportado para TX (¢ = 0.006, 1, = 0.13 ns)."°" Este ¢, es también comparable con
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el reportado para CTX en tolueno (¢ =0.006)."""" Esto implica que aproximadamente
el 1% de la energia radiante absorbida por CTX se desactiva por este mecanismo.
Esto sugiere, a su vez, que el 99% de la desactivacion de 'CTX* en MeCN se disipa
por mecanismos no radiativos (cruce intersistémico o desactivacion colisional). La
dependencia de los ¢ de 'CTX* con el contenido de agua es lineal (Fig. 3.40, r* =
0.9792), de la cual se puede extrapolar un valor de 0.51 para el ¢ de 'CTX* en agua
pura. Este valor concuerda completamente con el comportamiento de grupos
electrodonantes en la posicion 2 del anillo de la TX, los que inducen un aumento en

. . , . . . . . e 101
los rendimientos cuénticos de fluorescencia en microambientes hidroxilicos.!°"

1.00 300
3 3 .
S 0.80 A - 240 % Figura 3.40
'S ° Efecto del % de agua en el
2 0.60 180 £ rendimiento cuantico de
= © fluorescencia (M), el
(] T o . / 0
E 040 120 > rendimiento cuéntico del
'-g ' 9 tripl-ete (A), y el tiempo
2 £ de vida del triplete (e,
0.20 - 60 = escala de la derecha). Los
-T valores para 100% de agua
0.00 ¥ 0 son extrapolados.

% Agua

El efecto del disolvente en las propiedades fotofisicas de los derivados de TX se
atribuye a la separacion energética entre los estados excitados nn* y nn*, inducida
principalmente por la alta densidad electronica del sistema aromético. De acuerdo
con la teoria de proximidad entre ambos estados, el momento dipolar del S, (nr*) es

106 :
1061 En disolventes polares, la

mayor que el del S, (nn*) o el estado raso S,.
estabilizacion del estado singlete excitado S, (mn*) es mayor que parael S, (nm*). Esto
provoca que la diferencia energética entre ambos estados excitados sea mayor. Por

consiguiente, se espera que las propiedades de emision y tiempo de vida se reduzcan
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en disolventes no polares. Este marcado efecto las propiedades del estado excitado
singlete es tipico para sistemas con poca diferencia energética entre ambos estados

. 7 . . 2
excitados'"””!, o que ha sido interpretado con el uso de parametros

L. [104]
solvatocromicos.

Los postulados de la fotoquimica cuéantica moderna establecen que las
interacciones entre los estados S, (n*) y S, (nn*) son menos accesibles en disolventes
polares. Esto provoca que la rapidez con la que la energfa del estado excitado se
disipa al estado fundamental por conversion interna disminuye y el rendimiento

P . . 108
cuéantico de fluorescencia aumenta.''*®

Basado en este argumento, un mecanismo
propuesto para la desactivacion de 'TX* se basa en el modelo de cuatro estados
excitados [S, ('n), S, (‘nn®), T, Cn®) y T, Cren®)]." % En este modelo existen dos
mecanismos intramoleculares donde puede ocurrir el ISC para poblar el primer estado
excitado triplete (T,). El primer mecanismo establece la desactivacion directa desde
el S, al T,, lo que constituye un proceso cinéticamente favorecido. El segundo
mecanismo es mas indirecto y la cinética es mas lenta. En este se sugiere que el
estado T, es accesible desde el S, (S,2T,—T,). La formaciéon del T, depende
directamente de |la desactivacion del S,, lo que se afecta por los disolventes utilizados.
Aunque las energias exactas de los estados excitados S, y T, para TX no se conocen
con precision, los calculos teéricos cuanticos predicen los siguientes valores (k)/mol):
S,=327,5,=335,T,=310yT,= 330.""%% Esta tendencia se correlaciona bien con

92,110] Este

la de los valores relativos experimentales (kJ/mol): S, =299y T, = 270.!
comportamiento es similar al del estado singlete excitado de benzofenona (BP), cuyo
estado excitado T, (*n*) tiene una energia mayor al S,('nr*) en disolventes altamente

" Esto induce un ISC lento y, por consiguiente, aumenta la

polares e hidroxilicos.
desactivacion por fluorescencia. Por otra parte, segn las reglas de El Sayed, la

rapidez del ISC desde el estado excitado singlete al estado excitado triplete es
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relativamente grande si la transiciéon no radiativa envuelve cambios en el tipo de
orbital molecular que se puebla. Por lo tanto, la desactivacion del estado singlete
excitado S, ('nr*) al T, Cnn*) no debe tener ninguna contribucion."”""% De manera
similar, se ha reportado que la desactivacién del singlete excitado de BP también

112]
)[

sigue un mecanismo de dos pasos: S, ('nn*) = T, Crn*) = T, *n-n*)" 7, s6lo que el

caracter de los estados excitados difiere de los de TX!"'?". El caracter de los estados

excitados de BP depende de la polaridad y la acidez del disolvente."”

La fosforescencia del *CTX* se midi6 en un vidrio de etanol a 77K (datos no
publicados). El maximo de emision del estado triplete excitado bajo estas
condiciones es 464 nm, lo que equivale a una energfa de 257 kJ/mol. Esta energia
es solamente 13 kJ/mol menor a la reportada para TX (E; = 270 kJ/mol) y es
reproducible con métodos teéricos TD-DFT (259.5 kJ/mol). Esto implica que la
substitucién de un atomo de hidrégeno por uno de cloro en la posicién-2 de la TX

estabiliza el estado excitado triplete .

El espectro de FDL para el *CTX* fue obtenido excitando a 355 nm en MeCN, bajo
condiciones anaerdbicas (Fig. 3.41). El espectro presenta dos bandas de absorcién
a310y 630 nm. Ademas, se observa una decoloracion en la region entre 350 y 400
nm. El maximo de absorcion del *CTX* cambia con la polaridad del disolvente: el
maximo se mueve a longitudes de onda mas cortas al aumentar la polaridad del
disolvente, similar a lo reportado para el *TX*.""* La cinética medida en ambas
bandas de absorcion indica una desactivacion de primer orden, el cual depende del
disolvente utilizado. En soluciones de MeCN/H,O, los espectros presentan los
mismos maximos y desactivaciones monoexponenciales que en MeCN. Sin embargo,
el tiempo de vida del *CTX* depende del disolvente. El tiempo de vida menor de
*CTX* se obtuvo, precisamente, en acetonitrilo puro (77 ps, Tabla 3.3). Este valor se

obtuvo de un andlisis tipo Stern-Volmer, lo que implica que es el tiempo de vida
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intrinseco del *CTX* en ausencia de cualquier efecto de autoinhibicion. Esto es
relevante para situaciones in vivo, donde las concentraciones de CTX son bajas y, por
lo tanto, no se esperan procesos de autoinhibicion. Para CTX, el tiempo de vida del
triplete se comporta similar al del estado singlete excitado con el aumento en el
contenido de agua. Por ejemplo, el tiempo de vida de *CTX* en la solucién 1:1

MeCN:H,O es 2.17 veces el valor correspondiente en MeCN puro.

0.08 ::# Figura 3.41

| 7
b Espectros de absorcién de
1h los intermedios de una

0.08

o 008 solucién 0.050 mM CTX
S ”Tiem; ["51" 15 E”ﬁ en N,-MeCN después de
0.04 un pulso de 355 nm (E < 3
mJ): (@) 0.83 us, (0) 1.22
S us, (V) 2.02 ps, y (A) 4.77
0.00 us. RECUADRO: curvas
de caida de los
0.02 intermedios a 320 nm (®)

250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 y 630 nm (©).

Longitud de Onda (nm)

Se ha propuesto que el estado triplete de algunos derivados clorados de promazina

(59] Los

son desactivados mediante una transferencia de protones del disolvente.
experimentos en MeCN/D,O (1:1) se utilizaron para verificar si el tiempo de vida y
el rendimiento cuantico del *CTX* se afectan por la presencia del is6topo de deuterio.
Similar a lo reportado para TX"% el rendimiento cuantico de fluorescencia y el
tiempo de vida del 'CTX* en MeCN/D,O (1:1) no se afectan por el cambio de is6topo.
Sin embargo, el tiempo de vida del *CTX* es ligeramente mayor al de MeCN/H,O, lo

que concuerda con el comportamiento del estado triplete de promazinas

halogenadas.[59] Este comportamiento puede deberse a la formacién de un complejo
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excitado (exciplejo) formado entre el disolvente prético y ambos estados excitados
(CTX* y >)CTx*).1% 15118 El hecho de que el 'CTX*no es sensible al efecto del
is6topo indica que la desactivacion del singlete es mas rapida que la formacion del

"% por otro lado, las propiedades de *CTX* no se pueden medir en la

exciplejo.[
solucion de 1:4 MeCN:H,O debido a la poca solubilidad de CTX en esta mezcla. El
tiempo de vida de *CTX* depende linealmente de la cantidad de agua (r* = 0.9761),

de donde se extrapola un tiempo de vida de *CTX* en agua de 258 ps.

Los rendimientos cuanticos del *CTX* son altos y disminuyen con la polaridad del
disolvente (Tabla 3.3). Este comportamiento no es del todo extraio, porque la
eficiencia de emision de fluorescencia aumenta con la polaridad del disolvente, lo
que permite que la rapidez del ISC disminuya. En MeCN el rendimiento cuantico es
0.91 relativo a BP, pero en MeCN:Agua (1:1) es s6lo 0.25 relativo a TX. Estos valores
se obtienen asumiendo que el coeficiente de absorcién molar del triplete no cambia
con el contenido de agua (Ec. 2.3, Fig. 3.42). La extrapolacion para una solucién
acuosa de *CTX* predice una vida de 258 s, pero su rendimiento cuantico es de solo

o= 0.07 (r* = 0.9919, asumiendo una dependencia exponencial).

'D‘.ﬂ‘ﬁ T ] L) T
0.05 Figura 3.42
Dependencia de la
0.04 4 absorcion con la energia
laser para CTX en MeCN
(0,r*=0.9885), TX en
| MeCN (e, r* = 1.0000,
- CTX en MeCN /H,0 (4:1)
0.02 + (V¥,r*=0.9749),y CTX en
MeCN /H,O (1:1) (A, r* =
0.0+ 0.9802).
0.00 %= i ———— i
0 1 2 4 5

i
3
Energia :mecm2}
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Los rendimientos cuanticos reportados para el triplete de TX son menores a la
unidad, valor que a veces se asume para los compuestos con un grupo carbonilo

[11

(cetonas aromaticas)!''”' y disminuyen con la polaridad del disolvente (0.85 en n-

70
)[ ]

hexano y 0.56 en metanol)””. El rendimiento cuantico de *CTX* disminuye con el

contenido de agua, porque el agua tiene una mayor capacidad de enlace de

70,115 . .
X! ). Una de las razones principales para

hidrégeno con el grupo carbonilo de CT
la poca reproducibilidad en los valores del rendimiento cuéntico del triplete es el
hecho de que su determinacion requiere valores precisos de los coeficientes de
extincion molar de los intermedios. Esto constituye una limitacion experimental de
los métodos convencionales de actinometria. Las constantes de auto-inhibicién de
’CTX* estan en el intervalo de (0.56 - 1.10) x 10° M"'s™, ligeramente menores que los
valores correspondiente de otros derivados de TX, (2.0 a 4.0) x 10° M's™.[""®1 |
efecto del is6topo de deuterio en estas constantes (k,o/k,,o = 1.79) es tipico de los
procesos del estado de triplete, lo que indica una mayor interaccién vibracional entre

el disolvente y CTX.

En resumen, el CTX tiene un coeficiente de absorciéon molar mayor en la region
visible (400-420 nm). Ademas, posee rendimientos cuanticos de triplete superiores
a los de zCPTX y similares a los de tioxantona (TX). Al igual que TX, las propiedades
de sus estados excitados dependen en gran medida de la polaridad/proticidad del
disolvente. Su rendimiento cuantico de triplete es similar a los reportados para los
antidepresivos fenotiazinicos, que son de las drogas mas fototoxicas. Por lo tanto, los
efectos secundarios de fotosensibilizacion CPTX se pueden intensificar con la

produccion de CTX.
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3.7) Fotofisica y Fotoquimica de (£)2-metoxi-10-(3-dimetilamino-2-metil)-
fenotiazina (MTP 4c) en solucién tampon de fosfato con pH = 7.4

El espectro de absorcion de la sal de maleato de (+)2-metoxi-10-(3-dimetilamino-
2-metil)fenotiazina (maleato de metotrimeprazina, MTP 4c) en PBS/7.4 muestra
maximos a 250 nm (e = [3.0 £ 0.2] x 10* M"'ecm™) y 302 nm (e = [0.42 + 0.02] x 10*
M'em™) (Fig. 3.43, Tabla 3.4). Estos valores coinciden con los reportados en la
Farmacopea Europea para el enantiomero de configuracion absoluta R
(levomepromazina, LPZ 4c) y los estudios hechos por Karpinska.mg] El maximo de
emision de fluorescencia de MTP en PBS/7.4 es 451 nm, lo que corresponde a un

desplazamiento Stokes de 10018 cm™.

30 - 1.2
; Figura 3.43
25 4 r 1.0 Y
] ; Espectro de absorcion
] [ (A), excitacion (@) y
"E 20 0.8 £ emision (V) de MTP 4c en
- ] i % PBS7.4
515 ] 06§
B b E
p— : =]
=10 L 0.4 =
5 iz - 0.2
01 F 0.0
200 300 400 500 600
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Tabla 3.4  Propiedades fotofisicas de MTP 4c

Disolvente Acetonitrilo  Metanol PBS/7.4" Teoria
(e a 2020) (37.5) (32.6) (78.5)

Absorbancia

A, 2 (nm)[loge+0.03] 256[4.44], 254[4.50], 250 ([4.30], 256 [1.03]¢
310 [3.73]7 309 [3.79] 303 [2.51] 308 [0.16]

Emision
A %2 (nm) 450 448 451 446
E, + 2 (kJ/mol) 321 317 301 268
Des. Stokes £ 8 (cm™) 10035 10040 10830
b £10% 0.01" 0.01"
T, £0.02(ns) 2.35 (Aire)  2.14 (Aire)  2.33 (Aire)
235(N)  2.25(N,)
Triplete
AT+ 2 (nm) 470 480 475 478
[e; £0.3] x 10* (M'cm™) 1.59 1.5
E, + 2 (kJ/mol) 2519 251
T (us) 143 +9 57 £5 5.1 £0.1
b; +0.08 0.68 0.64
ks £0.31x 107 1.2 2.8 54.1
[k, (O, £0.06]x10°  6.66° 5.87

[log €]: 214 [4.5], 252[4.5], 316 [3.6].
=334 nm, ¢ = 0.0034 en MeOH o

a. 2-metoxifenotiazina A

b. Se us6 fenotiazina como referencia (A
EtOH)."*”!

c. Valor determinado por transferencia de energia T-T con 2-Fenilindeno como
aceptor. (A, =380 nm, & = 31000 M'cm™, E; = 51.2 kcal/mol”", k, = (1.8
+0.1)x 10'°M's™). Los valores reportados para N-metilfenotiazina en hexano
son 23000 M'em™ "**"y 27000 M ecm para fenotiazina en metanol'?"".

exc

d. El espectro de fosforescencia se midi6 a 77 K en un vidrio de EtOH (A,,, =
0.32, £ =1cm, Aperturas de las rejillas = 5 nm, Maximo de emision de

fosforescencia = 475 nm).
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e. Elvalor reportado para 2-metoxifenotiazina 1c es 6 x 10° M's".1"??!

f. Las propiedades se midieron en una solucién de LPZ-MS. La solubilidad de
LPZ en PBS/7.4 es bien baja, especialmente si se satura con nitrégeno.

g. Valorteorico de absorcion maxima con lafuerza del oscilador correspondiente
obtenidos con PM3/RHF seguido de AM1/CIS (3/3). Todos los demas valores
teéricos se obtuvieron con DFT y el funcional B3LYP/6-31G(d) y los
modificadores SCRF=(PCM, Solvent= Acetonitrile). Las propiedades de los
estados excitados se obtuvieron con TD-DFT (NStates = 6).

La fotoquimica de MTP 4c en PBS 7.4 no habfa sido estudiada previamente. En
este trabajo se caracterizaron sus fotoproductos y el rendimiento cuéntico de la
fotorreaccion correspondiente. Este conocimiento es fundamental para entender las
propiedades fotoffsicas y fotoquimicas del farmaco en sistemas complejos y sus
interacciones con aminoacidos, proteinas, bases nucléicas, acido desoxiribonucleico

(ADN) o lipidos.

En general, la fotoquimica de los derivados fenotiazinicos es muy compleja. La
misma depende de multiples parametros como grupos sustituyentes en el sistema
fenotiazinico, la longitud de onda de excitacion, la concentracion, el disolvente, el
pH de la solucién, la cantidad de oxigeno, etc. Por lo tanto, para minimizar el
namero de parametros en este estudio, la fotoquimica que se muestra a continuacion
se hizo irradiando con 313 nm en PBS 7.4. Esta longitud de onda se seleccioné para
poder excitar la transicion electronica nn*, la cual ocurre bajo condiciones normales
con radiacion solar. En el espectro de absorcion puede observarse que la transicion
nn* comprende las regiones UVB (280-315 nm) y UVA (315-400 nm). Por otro lado,
las fotorreacciones se llevaron a cabo en solucion acuosa (PBS 7.4) para simular el

microambiente del cuerpo humano.
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La fotolisis estacionaria de MTP en PBS 7.4 bajo condiciones aerébicas muestra
la formacion de tres puntos isosbésticos a 221, 302y 315 nm (Fig. 3.44). La aparicion
de puntos isosbésticos durante la fot6lisis es indicativo de procesos simples, en los
que generalmente se forma solo un producto.“” Durante la fotolisis de MTP se
observa un aumento en la absorcién en las regiones de 230-300 nm y 320-350 nm.
Esto se debe a que, en estas regiones, el fotoproducto tiene coeficientes de
absortividad mayores a los del reactivo. De hecho, al final de la reaccién se observa

que el fotoproducto tiene al menos tres maximos de absorcion: 249, 295 y 330 nm.

1.5

Figura 3.44

Espectro de absorcion de
la fotolisis de 0.035 mM
MTP 4c en PBS/pH= 7.4
bajo condiciones
aerobicas a 313 nm. Se
uso6 un intervalo de 60 s
cont, =0s.
INSERTADO: Diferencias
de los espectros
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Para obtener una mejor resolucion en los cambios de absorcién que ocurren
durante la fotélisis, el espectro inicial se rest6 de todos los demas (Insertado en Fig.
3.44). En los espectros resultantes se observa mejor: (a) la formacién de tres puntos
isosbésticos; (b) el aumento en absorcién en la region de 220-302 nmy 315-360 nm;
(c) que en la region de 200 a 221 nm el fotoproducto tiene un coeficiente de
absorcion molar menor al de MTP; y (d) se pueden identificar claramente los nuevos

méaximos de absorcion (205, 245, 255, 265, 274,y 335 nm).
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Estos maximos de absorcion concuerdan con los reportados para la levopromazina
hidroclorada' " y con los del maleato del sulféxido de metotrimeprazina (MTPSO
4e) en PBS 7.4, asaber: A () = 217 (2.2 x 10*M"'cm™), 248 (3.0 x 10* M'cm™), 293
(0.47 x 10* M'em™) y 332 (0.45 x 10" M'ecm™, los cuales coinciden con los
reportados por Karpinska.mg] Mas aln, entre los espectros de absorcion de MTP y
MTPSO en PBS 7.4 se observan 3 puntos isosbésticos en 216, 304, y 312 nm. (Fig.

3.45), los que también coinciden con los observados durante la fotolisis de MTP.

30
- £ Figura 3.45
] Espectros de absorcién de

% 20 MTP 4¢ (V) y MTPSO ge
ke (@) en PBS 7.4.
£ 15 ]
T
E

.......................

U-----.- T T .
200 220 320 340 360

280 300
% {rm)

20 260

La fot6lisis de MTP bajo condiciones aerébicas en PBS 7.4 también se estudio
midiendo la emision de fluorescencia (Fig. 3.46). La longitud de onda de excitacion
fue 315 nm, donde la absorbancia no cambia con el tiempo de fotdlisis. Los
resultados muestran una disminucion en la emision a 451 nmy la formacién de un
maximo de emision a 379 nm. Ademas se observa la formacién de un punto
isosbéstico a 423 nm, lo que también sostiene el hecho de que es una fotorreaccion
simple. De estos resultados también se infiere que la eficiencia de emision del
fotoproducto es mayor a la del reactivo inicial. Estas conclusiones son refrendadas

por las propiedades de emisién de MTP y MTPSO en PBS 7.4 (Fig. 3.47).
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Figura 3.46

Espectros de emision de la
fotolisis de 0.072 mM
MTP 4c en PBS 7.4 bajo
condiciones aerdbicas: A =
315 nm, rejilla = 2.5 nmy
tiempo de integracion =
0.10 s. Elintervalo de
tiempo entre espectros es
60 s, donde t, = 0s.

Figura 3.47

Espectro de emisién de
fluorescencia de (o) MTP
4cy (V) MTPSO 4e en
PBS7.4.

El rendimiento cuantico de la fot6lisis aerobica de MTP en PBS 7.4 se determind

en términos de la fotodegradacion de MTP y de la fotoformacion de MTPSO (Fig.

3.48). Se puede observar claramente que la cinética de fotodegradaciéon coincide con

la de la formacion de MTPSO. La constante de rapidez de fotodegradacion de MTP

es [7.6 £ 0.2] x 10° Ms" (* = 0.9970), mientras que la constante de rapidez de

formaciéon de MTPSO es [7.8 +0.3] x 10° Ms™ (r* = 0.9952). Con estos resultados se

obtienen rendimientos cuanticos de fotodegradacion y fotoformacion de 0.14.
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La fotoquimica de MTP en PBS 7.4 bajo condiciones anaerébicas tampoco hasido
reportada anteriormente. En términos generales, MTP es fotoestable bajo estas
condiciones, segln se reporta para 10-metilfenotiazina, 10-acetilfenotiazina y otros
derivados de fenotiazina substituidos en la posicion-10 (Fig. 3.49)."**! Para obtener
resultados reproducibles en condiciones anaerbbicas, fue necesario eliminar el
oxigeno utilizando prolongados tiempos de burbujeo con nitrégeno o utilizando
vacio. En experimentos donde se vari6 la concentracion de oxigeno burbujeando la
solucién con nitrogeno a diferentes tiempos, se observa la formacién de una banda
de absorcién a 566 nm (Fig. 3.50). Esta absorciéon es adjudicada a la formacion del
cation radical de la fenotiazina correspondiente.“m Seglin ha reportado Vazquez y
colaboradores, la longitud de onda maxima (nm) a pH~3 para el catién radical de
CPZ, PZ, CF,PZ y Tioridazina son: 530 (¢ =11800 M'cm™), 518 (¢ =7700 M'cm’),
500 (¢ =7400 M'em™) y 633 (¢ =7700 M'cm’), respectivamente.!'**)  Ademas,
durante la oxidacion enzimética de CPZ a pH 4.8, Piette y colaboradores reportan la

[125]

formacion del cation radical a 530 nm. La formacion de este cation radical

también se observa en la fotoquimica de PZ-HCl en PBS 7.4.
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la fotolisis de 0.031 mM
MTP en PBS 7.4 a 313 nm.
La solucion fue
burbujeada con nitrégeno
por 10 minutos. Intervalo
de tiempo de 60 s entre
65 cada espectro con t,, = 0
.

ABSORCION
=
(%]

0.0 T T T T e
200 250 300 350 400 450 500 550 600 650

% (nm)

El maximo de absorcién de este intermedio (PZé') se encuentra en 513 nm (Fig.
3.51), el cual concuerda con el maximo de absorcion del catién radical de N-
metilfenotiazina formado en poros de silice!"?®! y tiene unos 53 nm de diferencia con
el cation radical de MTP. Otra diferencia entre ambas fotoquimicas es que la banda

de absorcion a 252 nm disminuye para PZ-HCl durante la fot6lisis, lo que se adjudica
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a un menor coeficiente de absorcion molar del sulféxido de promazina (PZSO 2d).
Es evidente que la longitud de onda méxima del catiéon radical depende del
sustituyente en la posicion 2 del heterociclo y del pH de la soluciéon. Mas atn, el
tiempo de vida media del catién radical también depende del pH de la solucion.
Piette y colaboradores reportan que, a pH fisiologico, el catién radical puede durar

> Este resultado es facil de corroborar para MTP, ya que el catién

varios minutos.''?
radical absorbe a 566 nm y tiene un tiempo de vida de 2-3 minutos (Fig. 3.52).
Hovey y colaboradores enfatizan que el catién radical se forma monofoténicamente
solo en presencia de oxigeno. El mecanismo propuesto establece la transferencia de
un electrén entre el estado triplete excitado de la fenotiazina y oxigeno, formando el
cation radical y superodxido. El hecho de que en condiciones donde la concentracion
de oxigeno es alta no se observe la formaciéon del catién radical, se puede adjudicar
que el catiéon radical reacciona rapidamente con el oxigeno para producir el
intermedio peroxido en el atomo de azufre, el cual forma el sulféxido como reporta

[127]

Motten. La constante de rapidez para la reaccion del cation radical de

-1 [128]

ciamamezina con oxigeno es 2 x 107 M’s Por otro lado, cuando la

concentracion de oxigeno es baja, la formacion del cation radical es apreciable.
Como en este caso no hay suficiente oxigeno y la rapidez de la reacciéon disminuye,

) , , iy 129
entonces éste reacciona con el agua del medio para formar el sulfoxido.'*”’
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Cheng y colaboradores sefalan que el producto y la cinética de reaccion del

cation radical depende del nucleéfilo. Ademas, reportan que el tiempo de vida del

catién radical es mayor cuando el nucleéfilo es agua. Esto significa que la constante
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de rapidez de dicha reaccion es pequefia. También sefialan que, a menor caracter
nucleofilico, mas rapida es la reaccion. Basado en estos datos se sugiere el
mecanismo de la Fig. 3.53. En contraposiciéon a este mecanismo, Motten y
colaboradores establecen que, por cada foton se producen 2 moléculas de sulfoxido.
Si el mecanismo propuesto por Motten fuera correcto, entonces se deberian obtener
diferentes rendimientos cuanticos para la fotodegradacion de MTP y la fotoformacién
del sulfoxido. Nuestros resultados indican que el rendimiento cuantico para ambos
es el mismo. Por lo tanto, el estado raso de MTP no participa en el mecanismo de

formacion del sulfoxido.

Figura 3.53
Mecanismo para la formacion del sulfoxido de MTP 4c¢ o PZ 2a en PBS 7.4.
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3.8) Fotofisica y fotoquimica de MTP 4c en Metanol

La fotoffsica y fotoquimica de la sal de maleato de metotrimeprazina (MTP 4¢) no
pueden determinarse en metanol, porque el contra-ibn maleato se pierde
instantaneamente en este medio, dejando libre el par de electrones de la amina
terminal. Este comportamiento no es exclusivo del maleato, segiin se comprobé con
la promazina-hidroclorada (PZ-HCI). El contra i6on ClI" también se pierde en este
medio. Por lo tanto, Vargas estudio la fotofisica y fotoquimica de MTP usando la base
libre."**" Para corroborar estos resultados, se inyectaron soluciones de MTP de igual
concentracion disueltas en PBS 7.4, MeOH o MeCN (Fig. 3.54). Las areas de los tres
cromatogramas son iguales, pero se observa que la disuelta en MeOH tiene una

banda ancha a tiempos cortos (“tailing”), lo que indica la presencia de la base libre.

200 ] 170
g Figura 3.54
150 1E120 Cromatograma de MTP
:E"ﬂ 4c¢ en MeOH (—), MeCN
T | (o) yPBS 7.4 (M). Enel
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=
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= 775 780 785 TS0 7.9 igual en MeCN y en agua.
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RO A
[ N sl &
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Para la separacion de levomepromazina (LPZ 4c) y sus metabolitos, Lénnechen
y colaboradores desarrollaron varios métodos de separacion por cromatografia liquida
usando fase reversa (HPLC-RP).!"'"" Estos investigadores observaron que, cuando la

fase movil es 100% metanol, los picos cromatograficos son bien anchos y asimétricos
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(“tailing”). Ellos no explican la razén de este comportamiento, pero nuestros
resultados indican que el metanol no estabiliza el complejo i6nico que forma la
amina terminal y, por lo tanto, este grupo se desprotona (o se libera del contra-ién
correspondiente). La base libre tiene un momento dipolar mayor que el de su sal
correspondiente y, por ende, tiene mayor afinidad por columnas no-polares. Este
fenébmeno que produce el cambio de hasta 3 Debyes en la polaridad entre las
promazinas base libre y su analogo hidroclorado fue reportado por Garcia y

56
colaboradores .°®

El espectro de absorcion de MTP en metanol muestra tres maximos de absorcion
a 208, 254 y 309 nm (Tabla 3.4, Fig. 3.55). La transicion electronica nn* de MTP
aparece a 254 nm, mientras que la del compuesto padre (2-metoxifenotiazina, MOPH
1c) estd a 252 nm. Es evidente, entonces, que esta transicion electronica (mn*) no se
afecta por la substitucion de la cadena 10-aminoalquilo. Sin embargo, la transicion
nm+ si se afecta por esta substitucion, y se desplaza hipsocromicamente en MTP (AL
= 10 nm) (Fig. 3.56). Esta propiedad esta relacionada a la planaridad de ambos
moléculas, segln los estudios de Garcia, los que demuestran que la diferencia en
planaridad entre la fenotiazina y su analogo sustituido en la posicion 10 es de 8 a 23
grados.[56] Por consiguiente, los electrones no-enlazantes del nitrogeno en el sistema
heterociclico pueden interaccionar mejor con el sistema = de los anillos aromaticos

cuando no hay sustituyente en la posicion 10.
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Figura 3.55

Espectro de absorcion
(A), excitacion (®) y

FE I emision (V) de MTP 4c¢ en
= = metanol y espectro de
= E fosforescencia (M) en
= 2 etanol.
35
30 Y Figura 3.56
\ Espectro de absorcion de
e MTP 4¢ (V) y MOPH 1¢
£ 20 f (®) en MeOH.
=
B 15
= ]
10
5
D ] T T

200 225 250 275 300 325 350
£ {nm)

El maximo de emision de fluorescencia del estado singlete excitado de MTP
("MTP*) es 448 nm (Fig. 3.55, Tabla 3.4). Este maximo coincide con el reportado por
Vargas para el farmaco 6pticamente activo Lpz!"3°! y es parecido al obtenido para
MOPH (445 nm). El desplazamiento de Stokes correspondiente es de 10041 cm™, el

o . . 56
cual coincide con los reportados para las promazinas por Garcia 'y colaboradores.”®
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El tiempo de vida del "MTP* es de 2.35 ns en ambiente anaer6bico y no se afecta por
la presencia de oxigeno (t; = 2.15 ns). Este valor de t; también coincide con los
reportados en la literatura para los derivados de promazinas. El rendimiento cuéntico
de fluorescencia (¢;) es de 0.01, mientras que Vargas reporta un valor de 2%. Para
MOPH, el ¢; es la mitad del reportado para MTP. Es evidente que la relajacion del
'"MTP* no es por emision de fluorescencia y que se favorecen mecanismos no

radiativos.

La fosforescencia del estado triplete excitado de MTP (*MTP*) fue medida en un
vidrio de etanol a 77 K. El maximo de emision de fosforescencia del *"MTP* bajo estas
condiciones es 475 nm, lo que equivale a una energia triplete de 251 kJ/mol (Fig.
3.55,Tabla 3.4). LaFDL para MTP en metanol bajo condiciones anaerébicas produce
un intermedio de corta vida que absorbe en la regién desde 370-560 nm (Fig. 3.57).
El tiempo de vida de este intermedio no depende de la longitud de onda en esta
region, lo que indica que la banda corresponde a un solo intermedio. Para
caracterizar dicha especie se afiadi6 oxigeno o fenilindeno (FIND, E; = 214 kj/mol),
en cuyo caso el tiempo de vida se reduce drasticamente. Por lo tanto, dicho
intermedio se caracterizd6 como el *MTP*. De los estudios de auto-inhibicion del
*MTP* en funcion de la concentracion de MTP en el estado raso se obtiene una
constante de auto-inhibicion de (2.8 £ 0.3) x 10° M's™ y un tiempo de vida natural
de 53 us. Ademas, se determiné el coeficiente de absorcion molar de la transicion
triplete-triplete de *MTP* (g;) utilizando FIND como aceptor de energia, ya que su
constante de inhibicion es difusional (Tabla 3.4). En presencia de FIND, el *MTP*
desaparece instantaneamente y se ve la formacion *FIND* a 380 nm (Fig. 3.58). El
g; del MTP* es 15097 M'em™, obtenido de la resta de la absorcion que aporta el
*MTP* a 380 nm. Esta correccion es necesaria porque, de lo contrario, se obtiene un

valor menospreciado (~10> M'cm™). Con estos datos y usando tioxantona como

Pagina - 125 de 200 -



Fotoguimica y Fotofisica de Farmacos Neurolépticos Cap. 3 - Resultados y Discusion

estandar, se obtiene un rendimiento cuantico de triplete de 0.63. Con el valor de &;
= 10° M'ecm”, el rendimiento cuéntico seria de 0.93. Es sumamente importante
sefalar que el g; reportado para fenotiazina (27000 M"'cm™) tiene un 56% de
error."*?! Por otro lado, Garcra y colaboradores reportan que el ¢; de los derivados
de promazina depende del sustituyente en la posicion-2. Por ejemplo, el & de
tioridazina (R, = SCH,) en metanol es 15400 M cm™, el cual es muy similar al

obtenido para MTP (R, = OCH,).
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r’ = 0.9924).

La fot6lisis estacionaria de MTP en metanol bajo condiciones aerébicas muestra
que la absorcion disminuye en las regiones de longitudes de onda de 200-224, 257-
265 y 302-321nm (Fig. 3.59). En estas regiones, ademas, se forman minimos de
absorcion a 210, 261 y 310 nm, respectivamente. Por otro lado, la absorcion

aumenta en las regiones de longitudes de onda de 225-257, 266-301 y 322-346 nm.
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Correspondientemente, se forman unos maximos de absorcion a 244, 277 y 335
nm. Estos maximos de absorcion son similares a los obtenidos para el sulféxido de
MTP en metanol (MTPSO 4e, A, = 248, 277, 295 y 333 nm, Tabla 3.5). En el
periodo de fotélisis estudiado, las caracteristicas observadas coinciden con las
propiedades de absorcion de MTP y MTPSO (Fig. 3.60). Estos resultados difieren de
los reportados por Vargas ya que él observa una desactivacion en la absorcion a 254
nm, cuando deberia observarse un desplazamiento hipsocrémico. Por otro lado, a
diferencia de la fotoquimica de MTPMS en PBS 7.4, no se pueden identificar
claramente puntos isosbésticos en metanol. Esto contrasta marcadamente con los 5
puntos isosbésticos que tienen en comin los espectros de absorcion de MTP y
MTPSO en este disolvente (Fig. 3.60). Esto sugiere que la fotoquimica en este medio
es compleja y puede producir fotoproductos adicionales que compiten con la

formacion de MTPSO o que MTPSO es mas fotorreactivo que MTP en este disolvente.
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Para determinar la complejidad de la fotoquimica de MTP en MeOH con mejor
exactitud, se repitié el mismo experimento descrito anteriormente, pero midiendo la
fluorescencia (Fig. 3.61). Claramente se observa que la emisién a 448 nm disminuye,
lo cual es consistente con la fotodegradacion de MTP. Sin embargo, se observa un

aumento en la emision de fluorescencia en la region de 325 a 395 nm, cuyo maximo
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cambia en el transcurso de la fot6lisis. En los primeros 10 minutos de fot6lisis, dicho
maximo esta en los 373 nm, el cual coincide con el maximo de emision de MTPSO

(Amax = 375 nm, Tabla 3.4). Esto sugiere que, a tiempos cortos, el fotoproducto

favorecido es MTPSO. Después de los 10 minutos de fotolisis, el maximo se va
desplazando hipsocromicamente hasta 355 nm y se produce un punto isosbéstico a
412 nm. Este comportamiento confirma que la fotoquimica de MTP en este
disolvente es compleja y se forman varios fotoproductos, diferente a lo que se observa

cuando el disolvente es PBS 7.4.

Ge+5 -

| —— 0s (0140}

] —— 300 (0140} -
Se+h 1 o— 6005 (0.137) Figura 3.61
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MTP es evidentemente mas fotoestable en metanol que en PBS 7.4, pero su
fotoquimica es mas compleja. Ese dato se corroboré irradiando la muestra por el
mismo tiempo y con la misma intensidad de luz en ambos disolventes. En MeOH,
s6lo el 19% de MTP ha fotorreaccionado, mientras que en PBS 7.4 reacciona el 90%.
Este valor se obtiene comparando la fot6lisis en ambos disolventes usando la misma
concentracion y la misma intensidad de irradiacion. Podemos, entonces, extrapolar
que el rendimiento cuantico de fotodestruccion de MTP en MeOH es de s6lo 0.02.
Este resultado difiere por un factor de 10 al reportado por Vargas, el cual es 0.18 en

la region UVB."” Vargas también reporta que el rendimiento de conversion de MTP
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a MTPSO es de 80%, mientra que los resultados de este estudio indican que es solo
de 55%. Por otro lado, el comportamiento de su espectro de absorcién de una
solucion T mM no debe ser el que reporta Vargas, porque a esta concentracion la
absorcion debe ser mayor a la reportada.mo] Ademas, una inspeccion detallada del
espectro de absorcion inicial del compuesto que utilizé Vargas para la fotolisis,

permite ver que éste se parece mas al espectro del sulféoxido (LPZSO) que al de LPZ.

Cuando la solucién fotolizada se analiza en el HPLC, se observan al menos 5
fotoproductos (Fig. 3.62). En este cromatograma, los picos cromatograficos son
simétricos (“no tailing”), porque el MeOH se evapor6 y luego se diluyd con la fase
movil utilizada en la cromatograffa. Esto permite que los fotoproductos que tienen
la cadena alquilamino estén debidamente protonados. Sin embargo, si se inyecta la
mezcla de fotorreacciéon sin remover el metanol se observa el comportamiento
descrito al principio de esta seccion. Estos resultados son muy diferentes a los
observados en la fotoquimica de MTP en PBS 7.4, donde el Ginico fotoproducto que
se forma es MTPSO. El reactivo inicial (MTP) y el estandar interno (+)-2-cloro-10-(3-
dimetilamino-2-metil)-fenotiazina, eluyen a 8.70 y 13.01 min, respectivamente. El
fotoproducto que eluye a 5.34 min es MTPSO. Los fotoproductos que eluyen a 4.07
y 4.46 min tienen espectros de absorcion y emision parecidos a los de MTPSO. No
fue posible determinar el espectro de absorcion del fotoproducto que eluye a 7.71
min por la poca cantidad que se forma, pero la longitud de emision méaxima es 354
nm. Ademas, la eficiencia de emision del fotoproducto que eluye a 7.71 minutos es

mayor a la del sulféxido.
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En conclusion, la fotoquimica de MTP 4c depende del disolvente utilizado.
También queda establecido que las sales de estos derivados son inestables en metanol
y la fotoquimica que se observa en este medio proviene de su base libre. Por
consiguiente la formacion de derivados N-6xidos no queda descartado como sucede
en solucién tampén pH = 7.4, donde la mayoria del farmaco se encuentra con el

amino terminal protonado.

3.9) Fotofisica y Fotoquimica de (&) 2-metoxi-10-(3-dimetilamino-2-metil)-
fenotiazina (MTP 4c) en acetonitrilo

El espectro de absorcion de MTP en MeCN exhibe dos maximos de absorcion a
256 nm (e =[2.7 £0.2] x 10*M"'cm™) y 310 nm (¢ = [0.54 £ 0.03] x 10* M"'ecm™) (Fig.
3.63, Tabla 3.4). Los calculos cuanticos asocian estas bandas a las transiciones
correspondientes de HOMO-1 — LUMO (278 nm, transferencia de carga del Sy
OCH, al sistema ©) y HOMO — LUMO + 3 (310 nm, transici6bn mn* con poca

participacion del S).
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El méaximo de emision del estado singlete excitado de MTP ('"MTP*) en MeCN es
450 nm, el cual es similar al obtenido en metanol y PBS 7.4. Ademéas, MTP tiene un
desplazamiento de Stokes de 10035 cm™ y un rendimiento cuantico de emision de
0.01 en este disolvente. El tiempo de vida de '"MTP* es 2.35 ns bajo condiciones

aerdbicas.

Las FDL de MTP en MeCN muestra una especie de corta vida que absorbe en la
region desde 420 a 520 nm (Fig. 3.64). El maximo de absorcién de este intermedio
es aproximadamente 470 nm y su tiempo de vida se ve afectado por la presencia de
oxigeno, fenilindeno y otros aditivos. De forma similar a los casos discutidos
anteriormente, este intermedio se caracterizé como el estado triplete excitado de
MTP (*MTP*). Lalongitud de onda méaxima de la transicion triplete-triplete del MTP*
es comparable al valor reportado para el estado excitado triplete de 2-
metoxifenotiazina en diglima CMTPH*, A =475 nm).""*?) La diferencia estructural
entre ambos compuestos es que MTP esta sustituido en la posicion 10 de la

fenotiazina con una cadena alifatica alquil-amino. La constante de inhibicién del
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*MTP* en presencia de oxigeno es 6.7 x 10’ M"'s™ y es similar a la medida por Barra
para el MTPH* (k, = 6 x 10’ M's)?? Ademas, la constante de inhibicién del
*MTP* en presencia de fenilindeno es (1.8 +0.1) x 10' M s”'. Como la constante de
inhibicion del *MTP* con fenilindeno es de orden difusional, se utiliz6 este aceptor
de energia para cuantificar el coeficiente de absorciéon molar de la transicion triplete-
triplete de *MTP*. El coeficiente de absorcion molar del *MTP* es 15000 M'cm’™, el
cual es comparable al de 10-metilfenotiazina (e; =23000 M"'cm™ en hexano)''?”, 2-
cloropromazina (e, =19500 M"'cm™; ¢; = 0.90 en MeOH y 0.73 en MeCN y derivados

)*°1. El rendimiento cuantico del *MTP* es aproximadamente 0.70, el

de promazinas
cual es comparable a los reportados para los derivados de promazinas. La constante
de autoinhibicion del *MTP* es 1.2 x 10" M's™ y tiene un tiempo de vida de 143 ps
en ausencia de autoinhibicion. La energia del MTP* es 251 kJ/mol, la cual fue

medida usando la técnica de fosforescencia en un vidrio de etanol a 77 K.

0.010 ] 0025
] 005 :
S| Figura 3.64
- o FDL de MTP (Ay = 355
nm, MeCN, N,, E=0.75
0.006 - 2005+ | ' mJ/pulso) a: (®) 9.9 ps, (0)
a 50 25 100 175 250 325 400
S ki 29.7 ps, (V) 594 s, (&)
247 us después del pulso
0.004 del Laser. RECUADRO:
Curva de desactivacion del

intermedio a 470 nm, con
| E =2.77mJ/pulso.

470 520 570 620 670
zinm)
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El maximo de absorcion a 256 nm disminuye durante la fot6lisis de MTP en

acetonitrilo bajo condiciones aerébicas, mientras que en la region de 280 a 290 nm
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hay un aumento (Fig. 3.65). El mismo comportamiento se observa bajo condiciones
anaerobicas (Fig. 3.66). La cinética de la reacciéon se midi6é a 256 nm, donde los
cambios en absorciéon son mas definidos que a 280 nm (Fig. 3.67). Los resultados
demuestran que la fotodegradacion es mas rapida en el sistema anaerébico que en el
aer6bico. Se puede concluir que, bajo condiciones aerébicas, la formacion de
MTPSO no es favorecida. Un indicador de que MTPSO no es un fotoproducto bajo
estas condiciones es que el coeficiente de absorcion molar a 256 nm es mayor para
MTPSO que para MTP (Fig. 3.63). Por lo tanto, se deberia observar un aumento (y no
una disminucion) en la absorcion en esta region. Curiosamente, en MeOH se observa
la formacion de MTPSO (2% de eficiencia) cuando la cantidad de oxigeno disuelto
en acetonitrilo (9.1 mM) es comparable a la que hay en metanol (10.2 mM). Ademas,
la cantidad de oxigeno disuelto en agua (1.27 mM) es inferior a los disolvente
organicos y la formacién de MTPSO ocurre con un 14% de eficiencia. Mas aln, se
conoce que el "MTPH* puede generar oxigeno singlete con una eficiencia de 0.21 en
MeCN."??" Asumiendo que el rendimiento cuantico de triplete de *MTPH* es igual
al de ’MTP*, se puede argumentar que el 27% del MTP* se desactiva mediante la
formacion de oxigeno singlete. Por lo tanto, se podria esperar un rendimiento de
oxigeno singlete similar o mayor para el "MTP*, porque este compuesto no tiene otras
rutas de desactivacion como ruptura homolitica del enlace N-H, como se observa en
la fotofisica de la fenotiazina (PH)."**! El hecho de que el valor de rendimiento de
oxigeno singlete sea tan alto y que no se observe la formaciéon de MTPSO indica que

el oxigeno singlete no reacciona con MTP.
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3.10) Fotofisica de MTPSO 4e

La principal ruta metabélica de MTP en el ser humano es la oxidacién del &tomo
de azufre en la posicion 5 del grupo fenotiazina.!**’ MTP en un ambiente aerobico,
acuoso y en presencia de luz ultravioleta forma el mismo sulféxido (MTPSO 4e) con
una eficiencia de 14% (Secc. 3.7). Ambos mecanismos influyen la biodisponibilidad
de MTP en vivo y la fotoquimica es, ademas, un parametro de alta relevancia en la
manipulacién y almacenamiento del farmaco. Por lo tanto, estudiar la fotofisica de
este metabolito/fotoproducto podria ayudar a explicar la respuesta fototoxica del

farmaco.

El MTPSO tiene propiedades conformacionales muy similares a MTP, pero su
afinidad por el receptor dopamina es mucho menor. Sin embargo, MTPSO tiene
cierta afinidad por el receptor «-adrenérgico, mientras que el sulféxido
correspondiente de CPZ tiene baja afinidad por ambos receptores.“34] La oxidacién

de la posicion 5 de la fenotiazina en MTPSO disminuye la afinidad por el receptor
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dopaminérgico. Esto implica que el atomo de azufre tiene una fuerte interaccién con
este receptor, pero el impedimento estérico que introduce el atomo de oxigeno le
reduce la afinidad a MTPSO con el receptor de dopamina. También puede
considerarse el hecho de que la distribucion electrénica cambia cuando el azufre se
oxida. Este cambio en densidad electronica puede inducir una menor afinidad por el

receptor.

El espectro de absorcion de MTPSO en acetonitrilo muestra cuatro longitudes de
onda maxima en laregion ultravioleta: 244, 280, 295 y 333 nm (Fig. 3.68, Tabla 3.5).
Estas longitudes de onda maxima coinciden con las reportadas por Karpinska y
colaboradores para MTPSO."""" Ademas, estos maximos son comparables con los
de varios derivados de promazina oxidados en una diversidad de disolventes:
prometazina-sulféxido en agua (PMZSO, A, = 274, 299 y 342 nm)!"**,

cloropromazina-sulféxido en PBS/7.0 (CPZSO 2e, .., =239, 274,299y 342nm)“36],

max

ciamemazina-sulféxido en PBS/7.0 (CMZSO, A = 276, 308 vy 368)“37]

max

trifluorometilpromazina-sulféxido en acetonitrilo (TMPZSO, A, = 278, 304 y 350

max

nm). Es evidente que los grupos electroatrayentes como ciano, trifluorometil y cloro

desplazan la banda UVA batocromicamente.
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Tabla 3.5 Propiedades fotoffsicas de MTPSO 4e

Disolvente Acetonitrilo Metanol PBS/7.4°
(e 2a20°C) (37.5) (32.6) (78.5)

Absorbancia

At 2 (nm) 280 [4.11], 277 [4.00], 248 [4.53],
[log e +0.03] 295 [3.94], 295 [3.76], 294 [3.71],
333 [3.72] 332 [3.70] 332 [3.71]
Emision
Amax £ 2 NM 373 375 376
E, + 2 (kJ)/mol) 344 345 344
Desplazamiento 3220 3453 3525

Stokes + 8 (cm™)

dr + 10% 0.0007" 0.0065" 0.015"

Estado Triplete

L + 2 (hm) 480 480
e M'em™) 3487
E; + 2 (k)/mol) 297

a. Medido en un vidrio de etanol a 77K

b. Para 2-metoxifenotiazina, la excitacion se hizo con A = 334 nm y se usb
fenotiazina en MeOH como referencia (PH, ¢ = 0.0034)"%.

c. Sal de maleato de MTPSO (diasteroisbmeros)
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Figura 3.68

Espectros de absorcién de
MTPSO ge en MeCN (o),
MeOH (V) y PBS/7.4 (H).

200 220 240 260 280 300 320 340

£ (nmj

El maximo de absorcion de MTPSO se desplaza un poco en MeOH y PBS/7.4 y
labanda de 280 nm desaparece en PBS/7.4. También se observa que los coeficientes
de absortividad molar son mayores en MeOH, lo que demuestra que la probabilidad
de latransicion electronica es dependiente del disolvente. La banda de absorcion en

la region UVA, sin embargo, no se afecta por la polaridad del disolvente.

La longitud de onda méaxima de emision de fluorescencia de MTPSO en todos los
disolventes es aproximadamente 375 nm (Fig. 3.69, Tabla 3.5). Este maximo de
emision de MTPSO es comparable con los obtenidos para CPZSO (A
PZSO (A

=373 nm)y

max

nax = 374 nm) en etanol. Por otro lado, el maximo de emision de CMZSO es
420 nm en etanol.*”! Se observa claramente que el sustituyente en la posicion 2 del
heterociclo cambia drasticamente la polaridad del estado singlete excitado. A
diferencia de MTP, la longitud de onda méaxima de emision no depende del
disolvente. Este maximo de emision se desplaza hipsocromicamente de 75 nm

respecto a MTP (A, = 448 nm). El desplazamiento de Stokes correspondiente es 3.2

max

x 10’ cm™ en MeCN y aumenta en disolventes polares proticos como el MeOH vy el

PBS 7.4 (Tabla 3.5). Estos desplazamientos de Stokes concuerdan con los de PZSO
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(2332 cm™) y CPZSO (2516 cm™) en etanol. Sin embargo, el desplazamiento de
Stokes de MTPSO contrasta con el de MTP, el cual es 1.2 x 10* cm. Este resultado
establece que el desplazamiento de Stokes de MTP es un orden de magnitud mayor
al de MTPSO y que, a su vez, el '"MTP* es mas polar que el '"MTPSO* en los
disolventes estudiados. La energia singlete de MTPSO es 344 kJ/mol y es
independiente del disolvente. Esta energia es aproximadamente 23 kJ/mol mayor a

la de MTP.

1.2

Figura 3.69

Espectros de emision de
fluorescencia de MTPSO
en acetonitrilo (@),
metanol (V), PBS/7.4 (H).
Espectros de emision de
fosforescencia en etanol a
77 K de (A)MTPSO y (0)
MOPHSO.
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330 380

El rendimiento cuéntico de fluorescencia (¢;) depende del disolvente (Tabla 3.5)
y es mayor en PBS/7.4. Tomando los resultados de Bosca'y colaboradores'*”! como
referencia, la eficiencia de emision es menor por exactamente un orden de magnitud.
Esto puede ser adjudicado a que el grupo nitrilo aumenta la eficiencia de emision,

segln reporta Tucker y colaboradores para p-cianofenilalanina (¢ ~ 0.11), el cual es

1381 Sin embargo, la eficiencia de

5 veces mayor que el fenilalanina (¢, = 0.025)
emision de MTPSO concuerda con la de CPZSO (¢ =0.017 en PBS/7.0 y ¢ = 0.0065

en etanol; Tabla 3.5). En resumen, el rendimiento de fluorescencia de MTPSO
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aumenta en disolvente polares préticos (MeOH, EtOH, PBS). No empero, la
desactivacion por fluorescencia no es un mecanismo favorecido para este metabolito.
Por el contrario, '"MTPSO* tiene que desactivarse por mecanismos no-radiativos
como cruce intersistémico o colisiones con el disolvente. Este comportamiento es
similar al observado para MTP, con la diferencia de que su ¢; no cambia con el

disolvente (Tabla 3.5).

Las propiedades del estado triplete excitado de MTPSO (*MTPSO*) fueron
estudiadas por fosforescencia y FDL. La emision maxima de fosforescencia de
*MTPSO* en un vidrio de etanol a 77 K es 402 nm (Fig. 3.69). Estos resultados
confirman una energia del estado triplete de 297 kJ/mol, la cual coincide con la
obtenida para 2-metoxi-5-6xido fenotiazina (MOPHSO, E; = 289 kJ/mol). Las
diferencias en energia entre MTPSO y MOPHSO deben ser adjudicadas a la diferencia

en planaridad entre ambos sistemas.

La FDL de MTPSO en acetonitrilo bajo condiciones anaerébicas muestra un
intermedio de corta vida con un maximo de absorcién a 480 nm a tiempos cortos (t
< 15 ps) y un intermedio de larga vida (t > 40 ps) a 560 nm (Fig. 3.70). El tiempo de
vida del intermedio disminuye a 480 nm en presencia de oxigeno y fenilindeno
(FIND). Por lo tanto, esta banda se atribuye a la transicion triplete-triplete de
*MTPSO*. Este experimento tuvo que llevarse a cabo con alta intensidad (~26
m)/pulso), porque a baja intensidad (~2 m)/pulso) no se detecta ninguno de los
intermedios descritos anteriormente. Aparentemente, el coeficiente de absorcion
molar de la transicion triplete-triplete es pequefo (g; < 10° M cm™). El valor de &;
para *CMZSO* reportado en la literatura es 5300 M cm™ a 660 nm."*”" Ademas, es
altamente probable que el intermedio a 560 nm sea el catién radical de MTPSO
(MTPSO4d"). Més aan, este intermedio debe formarse bifoténicamente, porque no se

observa a baja intensidad. El maximo de MTPSO4' es parecido al del catién radical
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de PZSO y CPZSO, los cuales absorben a 520 nm, seglin reporta Buettner.'"*”’

Coincidentalmente, Buettner determiné estos intermedios usando 22 m)/pulso, lo cual

demuestra la necesidad de altas intensidades para su formacion.

0.020

Figura 3.70

FDL (A, = 355 nm,
MeCN, N,, E >10
mJ/pulso) de 0.70 mM
MTPSO. Espectros de
absorcion obtenido a: (@)
0.99 s, (V) 3.96 s, (M)
9.90 ps, (©) 54.5 s
después del pulso del
Laser.

0.015 |

0.005

370 420 470 520 570 620 670
z(nm)

Experimentos a alta intensidad utilizando a FIND como inhibidor del *MTPSO¥*,

muestran que el "MTPSO* decae rapidamente y se forma el ’FIND* (1, = 380 nm).

max
En el espectro a tiempos largos queda una absorcion residual que decae mas lento y
que se adjudica a MTPSOs (Fig. 3.71). Ademas se observa claramente que, después
de 1 ps, el *FIND* comienza a decaer. Esto también confirma que la absorcion
residual que se menciona anteriormente no se debe al *MTPSO*, sino al catiéon
radical. El mismo experimento, pero a bajas intensidades, muestra Gnicamente el
crecimiento del *FIND* a 380 nm, pero no se puede ver el "MTPSO* (Fig. 3.71,
Recuadro). Esto implica que el catién radical se forma bifotbnicamente. Ademas,
este experimento demuestra que el &; de la transicién triplete-triplete es pequefio y

puede ser extrapolado a aproximadamente 3.5 x 10> M"'ecm™. Esto confirma que el

uso de bajas intensidades del laser no produce suficiente concentracion de *MTPSO*.
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Figura 3.71

FDL anaero6bica de 0.71
mM MTPSO y 0.70 mM
Fenilindeno en MeCN
(N,, A, =0.19, E=26
mJ/pulso) luego del pulso
a: (¢) 0.20 ps, (V) 0.99 pus,
(M) 2.47 us, (©) 4.95 ps.
RECUADRO: FDL
anaerobica de 0.71 mM
MTPSOy 0.70 mM FIND
en MeCN (N,, A,.. = 0.19,

355

E < 2 mJ/ pulso).

AOD

z(nm)

La energfa triplete de las timidinas en el ADN es aproximadamente 270 kJ/mol,

[140]

segin Bosca y colaboradores. Estos compuestos podrian fotosensibilizar la

formacion de los dimeros de timidina via transferencia de energia triplete-triplete.

i | 0.020
ks Figura 3.72

0.015 _- a 0010 FDL (}"exc = 355nm,

' ] 0.005 MeOH, N,, E> 10
0.000 m)/pulso) de 0.50 mM
- MTPSO. Espectros de
©0.010 A " 40 0 10 20 30 40 50 60 70 @ 0|  absorcién obtenido a: (®)
Tiempo (s}

1.98 us, (©) 9.90 ps, (V)
29.7 ps, (V) 79.2 ps
después del pulso del
Laser. RECUADRO:
Curvas de desactivaciéon
de los intermedios a (—)
480y (—) 560 nm.
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Los estudios de FDL para MTPSO en metanol muestran un comportamiento similar
al observado en MeCN (Fig. 3.72). En el espectro de absorcién se observa un
intermedio a 480 nm con un tiempo de vida de 19 ps, y otro intermedio a 560 nm,

el cual no decae en la escala de tiempo utilizada.

Por altimo, los estudios de FDL para MTPSO en PBS 7.4 muestran un
comportamiento totalmente distinto a lo observado en MeCN y MeOH (Fig. 3.73).
En solucién acuosa solamente se observa la formacion del intermedio a 570 nm. Este
mismo comportamiento fue observado por Buettner en la fotofisica de PZSO y CPZSO
en PBS 7.0."*% En este caso, el maximo de absorcién del intermedio es % = 520
nm y fue adjudicado al catién radical correspondiente. En el caso del sulféxido de
ciamemazina (CMZSO) y el sulfoxido-N-6xido de CMZ (CMZNOSO) se identifica el
estado triplete excitado con un maximo de 660 nm (g; = 5300 M cm™). En este
reporte no se incluye informacién alguna relacionada a la formacién del cation
radical. El sustituyente ciano en CMZ introduce cambios drasticos en la fotofisica de

estos compuestos. Por ejemplo, el &, del ’°CMZ* es 420 nm, mientras que el de

max

*CMZNOSO* esta desplazado batocromicamente por 240 nm.

0.020

Figura 3.73

Fotolisis de destello Laser
(Aexe = 355nm, N,, E> 10
mJ/pulso) de MTPSO en
diferentes disolventes.

0.015 |

0.010

a Espectros de absorcion

2 obtenido luego de 1.98 ps
después del pulso del

i Léser: (M) MeOH, (V)
MeCN y () PBS.

0.000

370 420 470 520 570 620 670
Ainm}
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3.11) Fotoquimica de MTPSO 4e en PBS (pH =7.4)

La fot6lisis estacionaria de la sal de maleato de MTPSO en PBS 7.4 no habia sido
estudiada previamente. Por otro lado, la fotofisica de los sulfoxidos de promazina
(PZSO 2d) y cloropromazina (CPZSO 2e) en PBS/7.0 fue estudiada por Buettner y

139
colaboradores.!"*"

Ambos compuestos se forman metaboélicamente en el ojo y
causan dafio a los lentes.!™*"! Segln estos autores, el dafio mayor es el producido por
la fotosensibilizacion de queratitis observado en los ojos de terneros. La fot6lisis de
PZSO y CPZSO produce el radical hidréxilo (¢OH), especie capaz de oxidar

ascorbato, cisteina (k... =2.0x 10" M's™), glutation, NADH, azidas, dimetilsulféxido

rex

11139 Segln el mecanismo propuesto, el «OH proviene del ruptura homolitica

y etano
del enlace S=0O, luego que el estado excitado (S, o T,) del sulféxido se protona.
Ademas, esta ruptura homolitica produce el catién radical de la fenotiazina. Por lo
tanto, se ha postulado que el «OH puede estar involucrado en el mecanismo que
produce los efectos secundarios producidos por la fotosensibilizacion. Curiosamente,
Buettner y colaboradores no observan la formacion del estado triplete excitado de

).“42] En este estudio no se

ambos compuestos utilizando FDL (22 mj/pulso
caracterizaron los fotoproductos formados de los radicales, los que si fueron

caracterizados por FDL y Resonancia de Espin Electrénico.

Por otro lado, Bosca y colaboradores reportan las propiedades fotoffsicas de 2-
ciano-10-(3-[dimetilamino, N-6xido]-2-metilpropil)-5-6xido-fenotiazina (CMZNOSO),
producto mayoritario de la fotodegradaciéon de ciamemazina (CMZ 4d) en PBS/7.0

137 , :
37 En especial, estos autores comparan las propiedades

bajo condiciones aerbbicas.
fotoffsicas de CMZNOSO con las del derivado oxidado Gnicamente en el azufre
(CMZSO). Ellos determinaron que el rendimiento cuéantico de fluorescencia de
CMZNOSO es independiente de los disolventes utilizados (PBS y etanol), mientras

que para CMZSO este valor si depende del disolvente. Ademas, caracterizaron el
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estado triplete excitado de ambos compuestos y determinaron que estos reaccionan
con tript6fano, indol y cistefna. Las constantes de rapidez bimolecular
correspondientes son 10° M"'s" para cisteinay 10° M's" para triptofano e indol. Sin
embargo, en este estudio no se caracterizan los fotoproductos de CMZNOSO o
CMZSO, ni se menciona nada sobre la producciéon del radical hidroxilo. Mas atn,
estos autores indican que el ’CMZNOSO* reacciona con cisteina, mientras que

. , o , o [137,139
Buettner sefiala que es el radical hidroxilo el que reacciona con cisteina.' !

Por lo tanto, el estudio de las fotorreacciones de MTPSO es de suma importancia
porque este compuesto es el producto metabdélico mayoritario en vivo y se produce
de la fotodegradacion de MTP en medio acuoso bajo condiciones aer6bicas con un
14 % de eficiencia. Su coeficiente de absorcion molar en la region UVA es mayor a
la del farmaco MTP. Esta caracteristica también se observa para CPZ y CPZSO en las

longitudes de onda de 310y 370 nm, donde CPZSO absorbe el doble que CPZ.""*’!

Durante la fotélisis de MTPSO en PBS/7.4 bajo condiciones aerébicas, la
absorcion en la region de longitudes de onda entre 200-230 nm, 285-320 nmy 345-
415 nm, aumenta (Fig. 3.74), mientras la absorcion a 250 nm disminuye. Analogo al
caso de MTP, los calculos cuanticos reproducen estas longitudes con bastante
exactitud. Los maximos correspondientes de las Gltimas dos bandas son: 290 nm
(HOMO — LUMO + 3, nn*) y 348 nm (HOMO — LUMO, nm* con poca
contribucion del OCH,). Los espectros resultantes de la sustraccion del espectro a
tiempo cero, forman un punto isosbéstico a 320 nm. En los primeros 1800 segundos
la cinética de la fotorreaccion es de orden cero, cuando se mide la diferencia en
absorcion a 250 nm. La fotodegradacion correspondiente a condiciones anaerébicas
es mas rapida y se obtiene un producto fotoestable (Fig. 3.75). Como se aprecia en
esta figura, 1800 s son mas que suficientes para fotodegradar todo el MTPSO bajo

condiciones anaerébicas. Curiosamente, el fotoproducto tiene un espectro de
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absorcion similar al de MTP (&, = 250 y 302 nm, Tabla 3.4) con méaximos de
absorcion correspondientes a 247 y 298 nm. Estos resultados sugieren que el
*MTPSO* participa en el mecanismo de fotodegradacion de MTPSO, porque bajo

condiciones anaerobicas se acelera la cinética de la fotorreaccion (Fig. 3.76).

1.5 [
(a) £ .
£ o1s I Figura 3.74
] g Espectros de absorcion de
o 10 . la fot6lisis de 0.0365 mM
T ' MTPSO en PBS/7.4 bajo
E condiciones aerdbicas a
8 g, oos 313 nm. Se usé un
= | 30 30 20 33 340 Rl . , .
= 3 nm) intérvalo de tiempo de
e 600 s conty, =0s.
0.0

200 20 240 260 280 300 320 340

Figura 3.75

Espectros de absorcion de
la fotélisis de 0.025 mM
MTPSO en PBS/7.4 bajo
condiciones anaerobicas a
313 nm. Se us6 un
intérvalo de tiempo de
600 s conty, =o0s.

Absorbancia

200 250 300 350
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0.0 5
] Figura 3.76
0.1 ~ Fotocinética de la fotdlisis
] de MTPSO en PBS 7.4
£ bajo condiciones (®)
@ 0.2 aerObicas y (0)
m anaerobicas midiendo la
E absorbancia a 250 nm.
0.3 4
041 -

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
Tiempo (s)

Para entender mejor las fotorreacciones antes descritas, la cinética se determiné
midiendo la emision de fluorescencia. Se observé que, cuando la fotélisis de MTPSO
se hace bajo condiciones aerébicas, la emision de fluorescencia disminuye en los
primeros 600 s de reaccion (Fig. 3.77). Esto confirma que ocurre una disminucién en
la concentracion de MTPSO. Curiosamente, atiempos de irradiacién mayores de 600
s se observa un aumento en la emision de fluorescencia y el maximo de emision se
desplaza hipsocrébmicamente (L., = 358 nm). Ademas, se observa un pequefio
aumento en la emision a longitudes de onda mayores de 435 nm. Esto indica que el
fotoproducto tiene una eficiencia de emisién mayor a la de MTPSO. Lo mas curioso
de esta fotorreaccion es que el fotoproducto tiene un espectro de absorcion similar

al de MTP, pero sus propiedades de emision son distintas.
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4e+5
—— 10 s  A[313)= 0027 .
] Eay —— 600 s A(313)= 0.029 Figura 3.77
3e+h - ; e— 1200s A(313)= 0.0M Espectros de emision de la
' ¢ ;ﬁgg S igg:gi = gggg fotdlisis de 0.010 mM
—a s ={. :
E ] —e— 3000s  A(313)=0.037 MTZS.Q en PBS 7b4 bajo
B 2045 | o 3600s A(313)=0.038 condiciones aerébicas a
o 1 313 nm ( A, = 313 nm,
E
= monocromador = 2.5 nm,
] integraciéon = 0.1s.)
1e+5 4
0 : ——————
325 375 425 475 525
{nm)

3.12) Fotofisica y Fotogquimica de MTPSO 4e en PBS (pH =7.4) en presencia de
Timidina (Thd)

Las propiedades fotofisicas y fotoquimicas de MTPSO en PBS 7.4 discutidas en la
seccion anterior plantea la interrogante de si el triplete *MTPSO* puede transferir
energia a componentes biolégicos. Latimidina en el ADN (Thd, E; =270 kJ/mol), por
ejemplo, tiene una energfa triplete menor a la de MTPSO (E; = 297 kJ/mol, Tabla
3.5)."*% Estos valores sugieren que *MTPSO’ puede hacer una transferencia de
energia a Thd, inducir la formacién de dimeros de Thd, y causar mutaciones en la
cadena de ADN. Ademas de la transferencia de energfa triplete-triplete, también
puede considerarse la formacion del radical hidroxilo durante la fot6lisis de MTPSO,
segln reporta Buettner para PZSO y CPzSO."' Este radical reacciona con la base
purina (guanina) y la pirimidina (timidina), dando lugar a productos de oxidacion
como hidroper()xidos.HM] El radical hidroxilo es la especie oxidante enddgena que
mas contribuye al dafo celular en el ADN. Mas atin, la constante de rapidez de la

reaccion del radical hidroxilo con las bases nucleicas es difusional.
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En primer lugar hay que descartar la formaciéon de complejos en el estado raso
entre MTPSO y Thd. Para tales efectos se determiné el espectro de absorcién de
MTPSO en presencia de diferentes concentraciones de Thd (Fig. 3.78). Los espectros
de absorcion correspondientes de MTPSO y Thd en PBS 7.4 se muestran en la Fig.
3.79. LaFig. 3.78 muestra los espectros de absorcion experimentales y los tedricos,
calculados con los coeficientes de absorcion de la Fig 3.79 y las concentraciones en
la solucion de titulacion.  No hay diferencia alguna entre ambos espectros. Por lo

tanto, puede concluirse que no hay formacion de complejos en el estado raso.

2.0
A — D000 mM
— M7 mM v
kb Figura 3.78 -
] == g-ggg m: Espectros de absorcion de
=] -t 0.025 mM MTPSO en
o 0033 mM PBS/7.4 titrado con Thd.
L - Los espectros de
21.0 - —— 017 mM - Tedrico absorcion tedricos de
= — 0033 mM - Tedrico hd
2 — 0050 mM - Tedrico MTPSO_ y Thd se
= —— D066 mM - Tedrico determinan con los

—— 0.083 mM - Teorico
—— 0099 mM - Tedrico
—— 0415 mM - Teorico

coeficientes de
absortividad molar
correspondientes y las
concentraciones en la
solucion de titracion.

0.5 -

200 220 240 260 280 300 320 340
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40

Figura 3.79

Espectros de absorcion de
() MTPSO y (V) Thd en
PBS/7.4.

Puede observarse que Thd no absorbe a longitudes de onda mayores de 300 nm
(UVA). Esto es sumamente importante porque no hay interferencia en la absorcion
a estas longitudes de onda entre MTPSO y Thd. La concentracion usada de MTPSO
fue 0.025 mM por dos razones principales: asegurar que el rango de concentraciones
de timidina obedezca la ley de Beer-Lambert-Bouguer (Abs < 2) y que la absorcién
a 320 nm sea aproximadamente 0.10 para evitar efectos de filtro en los experimentos
de fluorescencia. Bajo estas y las condiciones del experimento anterior, se verifico si
la emision de fluorescencia de MTPSO es inhibida por Thd (Fig. 3.80). En el rango
de concentraciones de Thd utilizado (0.017-0.11 mM), no se observan cambios
significativos en la emision de fluorescencia de MTPSO. Por lo tanto, Thd no inhibe
el 'MTPSO*. Este resultado demuestra que, bajo estas condiciones, no ocurre
transferencia de electrones entre estos compuestos. La transferencia de energia
singlete-singlete esta descartada a priori, porque la energfa singlete de Thd (E, = 420

kJ/moImS], es mayor a la de MTPSO (E, = 344 kJ/mol, Tabla 3.5).
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La fotolisis estacionaria de 0.025 MM MTPSO con 0.11 mM Thd bajo condiciones
anaerobicas se muestra en la Fig. 3.81. Durante la irradiacién se observa que la
absorcién a 258 nm disminuye y se forman tres puntos isosbésticos a 298, 320y 346
nm. Este comportamiento es muy similar al observado en la fotélisis de MTPSO en
ausencia de Thd. Ademas, el cambio en absorcién que ocurre a 258 nm es de 0.23
unidades, igual al cambio en absorcion para MTPSO en ausencia de Thd. La
fotodegradacion de MTPSO se observa claramente en el maximo de absorcion a 334
nm. También se observa que la fotocinética no cambia en presencia o ausencia de
Thd, lo que implica que los procesos de transferencia de energiatriplete-triplete entre
MTPSO y Thd no se favorecen. Estos resultados concuerdan con una energia triplete

para Thd de 310 kj/mol reportado por Wood y Redmond.'"*
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Figura 3.81

Espectros de absorcién de
la fotdlisis estacionaria de
0.025 mM MTPSO vy 0.11
mM Thd en PBS/7.4 bajo
condiciones anaer6bicas
(N,). A,,=0.064.
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Para corroborar estos resultados, la mezcla de reaccién fue analizada con HPLC.
En el cromatograma puede observarse que a los 4.60 minutos el sulféxido ha
reaccionado basicamente en su totalidad (Fig. 3.82). Sin embargo, hay un 34% de
los fotoproductos que no pueden ser caracterizados por esta técnica porque se
quedan atrapados en la columna. Esto indica, a su vez, que deben ser productos de
baja polaridad. Uno de los fotoproductos identificables de la fotoquimica de MTPSO
es MTP, aunque no es el producto principal. El compuesto con tiempo de retencion
de 2.43 minutos es Thd. Durante la fotolisis no se observa que este compuesto
disminuya su concentracion considerablemente. Esto puede ser atribuido a que su
concentracion es 4 veces mayor a la de MTPSO. Ademas, el cromatograma de la
fotolisis de MTPSO sin Thd indica que basicamente se forman los mismos productos,
con la excepcion del que aparece a los 3.18 minutos. Es posible que este
fotoproducto provenga de alguna fotorreaccion entre MTPMS o MTPSO y la timidina.
Esto se asume porque este fotoproducto tiene un espectro de absorcién parecido al

de MTP (Fig. 3.83).
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Figura 3.82

Cromatogramas HPLC de
(—) 0.025 mM MTPSO y
0.11mM Thd, () 0.025
mM MTP y 0.11 mM Thd,
(—) Luego de fotolizar
0.025 mM MTPSO y 0.11
mM Thd bajo nitrégeno y
(—) Luego de fotolizar
0.025 mM MTPSO vy 0.11
mM Thd bajo aire.

Figura 3.83

Espectros de absorcién de
los fotoproductos de
MTPSO en presencia de
Thd. (e) 3.27 minutos,
(A)5.78 minutos, (H) 8.41
minutos y (¢) 9.14
minutos.

Los espectros de la fotélisis de MTPSO y Thd bajo condiciones aerébicas (Fig.

3.84) muestra un comportamiento similar al hecho bajo condiciones anaerébicas. La

diferencia mas significativa esta en el hecho de que la fotocinética bajo condiciones
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aerbbicas es mas lenta. Para esta comparacion se midié el cambio en absorcion a
258 nm, el cual tiene un valor de 0.51 unidades de absorbancia para condiciones
anaerodbicas y solo 0.24 para las anaerébicas. Al igual que para la fotoquimica en
ambiente anaero6bico, el producto principal de esta fotorreaccion no puede ser

caracterizado.

20

Figura 3.84

Espectros de absorcion de
la fotolisis estacionaria de
0.025 mM MTPSOvy 0.11
mM Thd en PBS/7.4 bajo
condiciones aerdbicas
(aire). A, ,=0.063.
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3.13) Fotofisica de Cloropromazina-Sulfona (CPZSO, 2g)

El espectro de CPZSO, 2g en metanol muestra cuatro maximos de absorcién a
233,274,297 y 334 nm (Fig. 3.85). La forma del espectro de CPZSO, es similar a la
del sulféxido de cloropromazina (CPZSO, A,,,, = 240, 276, 298, 341 nm) en etanol
(Fig. 3.86). La diferencia entre ambos espectros de absorcion es que las longitudes
de onda de CPZSO estan desplazadas batocromicamente entre 1y 7 nm. Sélo en las
regiones entre 240-260 nm y 340-360 nm, el coeficiente de absorcion molar de

CPZSO es mayor al de CPZSO,.
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El espectro de emision de fluorescencia de CPZSO, muestra una longitud de onda
maxima a 366 nm (Fig. 3.87). Su energia singlete es 347 kJ/mol (82.8 Kcal/mol) y

tiene un desplazamiento de Stokes de 2618 cm™. El maximo de emision de CPZSO,
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se diferencia del de CPZSO (A = 373 nm, E, = 340 kJ/mol) en 7 nm. La energia
singlete de CPZSO, es ligeramente mayor a CPZSO por 7 kJ/mol. El desplazamiento
Stokes de CPZSO en etanol es de 2516 cm™ y es similar al de CPZSO,.  En
conclusion, las propiedades fotofisicas y energéticas de CPZSO y CPZSO, son

similares.

1.2

Figura 3.87

Espectro de emisién de
fluorescencia de (V)
CPZSO en etanol y (®)
CPZSO, en metanol.
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CAPITULO

CONCLUSIONES

4.1) Propiedades Generales de los Derivados de Promazina

La mayoria de los derivados de promazinas utilizados como farmacos
neurolépticos (CPZ, LPZ vy otros) producen en general fotosensibilizacion
(fototoxicidad y fotoalérgias). Estos farmacos son utilizados para el tratamiento de la
esquizofrenia y otros trastornos esquizoafectivos. En especial LPZ posee propiedades
sedantes que se utilizan en pacientes de enfermedades terminales. Sin embargo, la
biodisponibilidad del farmaco se ve afectada por la formacion de metabolitos y por
su fotodegradacion bajo luz UV-A y UV-B en condiciones aerbbicas. Tanto la ruta
metabolica como la fotodegradacion de la droga producen principalmente el
sulféxido mediante la oxidacion del atomo de azufre del grupo fenotiazinico. Este
metabolito o fotoproducto pierde la propiedad farmacolégica y es mas soluble en

agua lo que permite una mejor eliminacion del farmaco.
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4.1.1)  Conformaciones del Estado Electronico Fundamental (S,)

Segln calculos tedricos PM3 sobre fenotiazinas, la protonacion del amino terminal
es un proceso térmicamente favorecido. Para la promazina (PZ), por ejemplo, la
entalpfa de formacion (AH,) de la base libre es 227 kj/mol y la del derivado protonado
es solo 107 kJ/mol. Para otros compuestos similares, el proceso de la protonacién
disminuye la entalpia de formacién entre 105-146 kJ/mol, lo que hace que el sistema
protonado sea mas soluble en disolventes polares (Ap > 3D). Ademas, los sistemas
con cadena alifatica (N,N-dimetilaminopropil) en la posiciéon 10 de la fenotiazina
tienen al menos nueve conformaciones de baja energia, las cuales se diferencian
energéticamente por mas 1.3 kJ/mol. Los derivados fenotiazinicos con el grupo
perazina, como proclorperazina (PCP), no tienen mas de 6 a 7 conformaciones
equivalentes estables. El menor nimero de conformaciones puede ser explicado en
términos del efecto estérico del grupo perazina, resultando en un menor nimero
grados de libertad de rotacion. Sin embargo, todas las conformaciones son

térmicamente accesible, debido a que la diferencia de energia es menos de 21 kJ/mol.

La magnitud del desdoblamiento o plegado del anillo triciclico en los compuestos
fenotiazinicos sustituidos en la posicion 2, depende de la naturaleza de los
sustituyentes y del estado fisico. El angulo de desdoblamiento se mide entre los dos
planos que forman los anillos bencénicos de la fenotiazina (angulo de torsion 13-14-
10-11, Fig. 1.1 y Tabla 1.1). Para la fenotiazina (PH), Bell y colaboradores midieron
un angulo de 153.3° en la estructura monoclinica cristalina utilizando la técnica de
rayos X. Calculos tedricos al vacio predicen un valor de 135.2°para este angulo. Por
lo tanto, la fenotiazina en solucion debe tener un angulo de torsion que fluctta entre
135°-153°. El mismo comportamiento se observa para clorofenotiazina (CPH). La
cadena sustituida en la posiciéon 10 obliga al sistema fenotiazinico a disminuir su

angulo de desdoblamiento entre 8 y 23 grados. Tanto los valores cristalograficos
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como los calculos tedricos indican que el angulo diedro del compuesto de referencia
clorofenotiazina y CPZ difieren entre 7 y 12 grados. En general, la prediccion tedrica
del angulo de desdoblamiento para las fenotiazinas alquiladas en la posicion-10,
utilizando el método PM3/RHF/CI es impresionantemente bueno. La diferencia
encontrada para los compuestos no alquilados se puede atribuir al apilamiento de las
moléculas mas simples en el proceso de cristalizacion, lo que obliga a las moléculas
a tener una conformaciéon mas plana. Estos resultados permiten decir que el
impedimento estérico que produce la sustitucién en la posiciéon 10 de la fenotiazina
evita el apilamiento y, por lo tanto, los valores teéricos son mas parecidos al valor

experimental.

La magnitud del angulo de desdoblamiento a lo largo del eje S-N en las
fenotiazinas depende, en gran medida de la naturaleza y posicion de los sustituyentes
en la posicion 2y 10. Los derivados de las fenotiazinas psicoactivas tienen un angulo
de desdoblamiento en el eje S-N que fluctGia entre 134° y 146° grados. Para la sal
de maleato de 2-metoxipromazina (MPZ-MS), el cual se considera un agente
neuroléptico relativamente débil, el sistema de anillos es mas plano (angulo = 157°).
Por lo tanto, el sustituyente 2-OCH, debe ser el responsable de introducir una
desviacion en este angulo si se compara con CPZ. Por otro lado, el angulo
correspondiente en metotrimeprazina (MTP, 138°) est4 en el rango de valores que
previamente se han observado para los derivados fenotiazinas psicoactivos. Ademas,
es sumamente interesante que la cadena lateral queda mas cercana al anillo
substituido que al que no esta sustituido. Esta flexion y la alta polaridad de la
molécula protonada no permiten que las promazinas se intercalen entre las bases del
ADN en condiciones fisiol6gicas, como demostraron Kochevar y colaboradores con
experimentos de inhibicion de fluorescencia. Los derivados fenotiazinicos
considerados en este trabajo pueden tener variaciones en el angulo de

desdoblamiento, pero estos no son suficientes como para explicar la diferencia en sus

Pagina - 161 de 200 -



Fotoguimica y Fotofisica de Farmacos Neurolépticos Capitulo 4 - Conclusiones

efectos adversos. Por lo tanto, la contribuciéon de esta propiedad en la fototoxicidad

de estos derivados fenotiazinicos debe ser minima.

4.1.2)  Conformaciones de los Estados Excitados Singlete y Triplete

El estado excitado singlete (S,) de las promazinas adopta una conformacion mas
plana a la del estado fundamental (S,). En general, el angulo de torsion de los anillos
de las moléculas en el S, no se ven afectos por la protonacion del amino terminal
(diferencia de angulo es ~ 5 grados). En el S,, por el contrario, las moléculas no-
protonadas son mas planas que las protonadas por mas de 20 grados de diferencia.
La forma protonada en el S, presenta un angulo entre 140-160 grados, mientras que
las no protonadas son practicamente planas (~178 grados). Este hecho puede explicar
las diferencias en el tiempo de vida del S, correspondiente; se observa que a mayor

planaridad del sistema menor el tiempo de vida del S,.

El estado triplete excitado (T,) tiene aproximadamente el mismo angulo de torsion
que las moléculas en el S, pero - curiosamente - los radicales cationicos de todas las
promazinas son casi planos. Estos resultados concuerdan con los valores
experimentales determinados con técnicas de Resonancia Electron-Espin (ESR), Raman
y cristalografia. Sin embargo, esto no deberia tener un gran aporte en la intercalacién
al ADN, ya que la formacion de radicales cationicos tiene un rendimiento bajo y se
producen solo a altas intensidades de luz. La formacion del cation radical puede
favorecerse con la presencia de oxigeno y luz ultravioleta. Ademas, si se forma el
cation radical mientras la promazina esta como base libre, atin no se ha medido si su

tiempo de vida corresponde al minimo requerido para que ocurra la intercalacion.
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4.1.3)  Espectro de absorcion de los derivados fenotiazinicos

En general, los espectros de absorcion de las fenotiazinas presentan dos bandas
principales en los 250-265 nm y 300-325 nm. La primera banda de absorcion se
atribuye mayoritariamente a la transicion electronica nn* y la segunda a una
transicion nrt*, debido a la presencia de los electrones no-enlazantes de los 4tomos
de azufre y nitr6geno en el sistema fenotizinico. Estas transiciones electronicas
dependen de la planaridad del sistema, el disolvente, el caracter electrostatico
(electrodonante o electroatrayente) del sustituyente en la posiciones bencénicas vy el
sustituyente en el nitrogeno de la posiciéon 10. Ademas, estos compuestos sufren un
desplazamiento hipsocrémico en la banda de 300-325 nm en disolventes polares, lo
que confirma que esta transicion tiene un caracter nm*. En general, las fenotiazinas
no sustituidas en la posicién 10 tienen un desplazamiento batocrémico en la
transicion ntt* referente a las sustituidas. Resultados cuéanticos-teéricos indican que
sustituyentes en las posiciones bencénicas con electrones no enlazantes contribuyen
significativamente a la transicion nmn*. Curiosamente, cuando el sustituyente es el
grupo 2-nitrilo (Ciamemazina, CMZ), la transicién ntt* pierde su forma gaussiana (lo
que no permite identificar un maximo con exactitud) y su coeficiente de absorcién
molar disminuye. Este efecto se debe a que el grupo electroatrayente tiene una
transicion n* que solapa la transicion n-n* de la fenotiazina. Mas atn, la interaccion
nn* del grupo carbonilo se pierde cuando es el carboxilato esta en la posicion 2. En
general, estos resultados demuestran claramente que el sustituyente en la posicion 2

de la fenotiazina afecta sus propiedades de absorcién y termodinamicas.
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4.1.4) Propiedades del estado singlete excitado y fluorescencia

Los espectros de emision de las fenotiazinas alquiladas en la posiciéon 10 consisten
en una banda ancha con un maximo entre 440 y 470 nm en todos los disolventes.
Estas propiedades de emision cambian cuando grupos electroatrayentes como ciano,
acetilo o metoxicarbonilo son sustituidos en la posicion 2. Por ejemplo, para CMZ
el maximo de emisién es de 535 nm en soluciéon tampon de fosfato (PBS/7.4),
mientras que el maximo de emisién de acepromazina (APZ) es de 547 nm en
acetonitrilo y 600 nm en metanol. Estos compuestos también poseen un
desplazamiento de Stokes mayor a 10* cm™, el cual es de una magnitud considerable.
El méximo de emision depende mas del disolvente que el méximo de absorcion
correspondiente. Entodos los sistemas, la emision se desplaza batocromicamente con
el aumento de polaridad del disolvente. Este comportamiento es contrario al efecto
observado en el espectro de absorcién en la region 300-325 nm vy es caracteristico
del caracter = del S,. Este desplazamiento se puede atribuir a los orbitales
moleculares que participan en la transicién, los cuales corresponden principalmente
al sistema fenotiazinico. Por lo tanto, no hay ninguna contribucién de la cadena
alifatica asociada a la posiciéon 10 en las propiedades de emision de las fenotiazinas.
Esto se sustenta en el hecho de que el maximo de emision de las fenotiazinas que no
estan alquiladas es el mismo: Fenotiazina (442 nm), Clorofenotiazina (450 nm ) y

Trifluorometilfenotiazina (471 nm).

Las fenotiazinas, en general, tienen transiciones con caracter de transferencia de
carga, es decir, la absorcion a longitudes de onda mayores de 270 nm se deben
principalmente a transiciones n* procedentes de la densidad electronica del azufre.
En el estado excitado, la densidad de electrones se transfieren desde los heteroatomos
a los anillos de benceno, que tienen un mayor caracter n. Esta transferencia de carga

se correlaciona con una disminucion en el angulo de torsion, que induce un aumento
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en el momento dipolar del estado singlete excitado con respecto al estado
fundamental. Con el aumento del momento dipolar de la excitacién, disolventes
polares estabilizan el S, y ocurre una disminucién en energia entre éste y el S, en el
mismo disolvente. Esta disminuciéon de la energia o efecto solvatocromico se
manifiesta en un desplazamiento Stokes relativamente alto, segiin se indica en la

seccion anterior.

Como se menciond anteriormente, los sustituyentes en la posicion 2 de la
fenotiazina no cambian el angulo de torsién del anillo en el S, en gran medida. Para
el S,, sin embargo, estos angulos de torsion varfan desde 107.9° a 161.4¢,
dependiendo del 2-sustituyente. Estudios de fotoionizacién indican que un aumento
en el angulo diedro (aumento en la planaridad) permite un mejor solapamiento de los
orbitales 7 entre los carbonos del anillo aromético y el atomo de nitrégeno, al igual

que entre los carbonos del anillo aromatico y &tomo de azufre.

4.1.5) Rendimiento cuantico de fluorescencia (¢;)

En comparacién con la promazina, los derivados clorados tienen un ¢, mas
pequefio, especialmente en MeOH. Por otro lado, el rendimiento cuéantico de
fluorescencia de la fenotiazina es 0.0034 en MeOH y MeCN, aproximadamente un
orden de magnitud menor al de su analogo promazina. Todos los derivados de
promazinas tienen valores de ¢; en el orden de 10°-10”. Cuando el sustituyente en
la posicion 2 es electroatrayente por resonancia, el valor cambia significativamente.
Por ejemplo, para los sustituyentes ciano, acetilo y metoxicarbonilo, los ¢ son
0.11(PBS/7.4), 0.001(MeOH) y 0.035 (MeOH), respectivamente. Por lo tanto, existen

otros mecanismos de desactivacion del S, que son mas favorecidos que el proceso de
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fluorescencia. En términos de la sustitucion en la posicion 2 y utilizando PBS/7.4
como disolvente, el grupo tiometilo (SCH,, ¢, = 0.060 ) es responsable del aumento
en el ¢, relativo a los sustituyentes trifluorometilo (CF,, ¢ = 0.014 ) y cloro (Cl, ¢, =
0.0036). El ¢; es mayor para SCH,, lo que se explica en términos de una mayor
planaridad que imponen estos sustituyente a la promazina en el S,. Esto, a su vez,
permite una mayor interaccion entre los orbitales del sustituyente (efecto
electrodonante) y el anillo triciclico. Toda esta informacion lleva a la conclusion de
que la fluorescencia no es el mejor mecanismo de disipacién de energia para estos
compuestos. Solamente entre un 0.1% a 0.6% de la energia se disipa por este
proceso. Este bajo rendimiento indica que la desactivacion principal del S, es por
mecanismos no radiativos como conversion interna o cruce intersistémico (ISC). En
resumen, las propiedades de emision de las promazinas son sensibles al disolvente

y al sustituyente en la posiciéon-2, pero no a la cadena amino-alquil.

4.1.6) Tiempo de vida de fluorescencia (t;)

Este pardmetro fotofisico muestra también una dependencia del disolvente y del
sustituyente en la posicion 2 de la fenotiazina. La cadena 10-alquilamino no tiene
un efecto significativo sobre los valores de 1.. Esto puede deducirse del hecho de que,
dentro del error experimental, todas las fenotiazinas tienen tiempos de vida de
fluorescencia parecidos al de promazina: Fenotiazina (t; < 1 ns) y Clorofenotiazina
(t- < 1 ns). El aumento que se observa en el tiempo de vida de la fluorescencia en
disolventes polares es indicativo del efecto solvatocrémico del estado S,. Los tiempos
de vida estan dentro del rango de los valores descritos para promazina en PBS (t; =
1.75 a 2.04 ns). Los valores t; de los derivados clorados como CPZ y PCP muestran

una mayor diferencia entre PBS y MeOH, con valores de 350 ps y 890 ps,
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respectivamente. El principal problema con PCP (y perfenazina) en PBS es la
solubilidad, lo que impide medir el t;. Los valores de t; son bien pequefos para los
derivados clorados (<1.0 ns), porque este sustituyente favorece el acoplamiento
espin-orbital (efecto del atomo pesado) tanto en la desactivacion no radiativa S, - S,
o el proceso de ISC. Otros experimentos demostraron que, de hecho, el ISC es la

principal via de desactivacion del S,.

4.1.7)  Coeficiente de absorcion molar del estado triplete excitado (e;),
rendimiento cuantico (¢,) y tiempo de vida (1)

En general, el espectro de fotélisis de destello laser de las fenotiazinas sustituidas
en la posiciéon 10 en solucién tampén de fosfato (PBS/pH=7.4) saturada con nitrégeno
y a alta intensidad (E >10 mJ/pulso) consta de una banda de absorcién maxima entre
460-480 nm, una cerca de 530 nmy otra muy amplia que se extiende a la region roja
del espectro. En estas condiciones, el intermedio que aparece a 530 nm es el cation
radical y la banda que se extiende hasta el rojo es el electron solvatado. Un
comportamiento similar se observé para los otros derivados fenotiazinicos, como en
MeCN (aunque en este disolvente no se observa el electron solvatado) y MeOH (&,
=470 + 10 nm). A bajas intensidades del laser (E < 5 m] pulso) s6lo se observa la
banda de absorcion en la region de 460-480 nm. El intermedio que produce esta
sefal es el estado triplete excitado (T,), porque su cinética se afecta por la presencia
de oxigeno y 1,3-ciclohexadieno.  Ademas, se observd que las constantes de
velocidad de la desactivacion de T, aumentan con el aumento en la concentracién
del estado raso, lo que indica un proceso de auto-inhibiciéon. De la gréfica de la
concentracion del estado raso vs la constante de rapidez (k.,,), se puede determinar
la constante de autoinhibicién (k) para los diferentes derivados fenotiazinicos. Por

ejemplo, para trifluorometilpromazina los valores de k, (M"'s") son: 4.0 x 107, 4.5
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x 10"y 2.4 x 10° en MeCN, MeOH y PBS, respectivamente. En general, los valores
para el resto de los derivados fenotiazinicos son del orden de 107-10° M's™ y
coinciden perfectamente con los descritos previamente para las fenotiazinas no
sustituidas. Los valores de k, son mas altos en PBS y se debe al comportamiento de
tenso-activo (surfactante) de las fenotiazinas, ya que los anillos heterociclicos
imparten un caracter hidrofébico y el grupo alquil-amino protonado es polar. Por lo
tanto, el aumento de la k, en PBS debe ocurrir por las fuertes interacciones
hidrofébicas entre las moléculas. A altas concentraciones del farmaco, las moléculas
en el T, estan en un contacto mas cercano con moléculas en el estado fundamental,
lo que resulta en una rapida desactivaciéon del T,. Sin embargo, el mecanismo de
autoinhibicion no debe ser relevante para los estudios en vivo, debido a que la
concentracion del farmaco utilizado y la concentracion correspondiente de T, son
normalmente mas pequefias que la concentracién critica requerida para la

autoinhibicion efectiva (0.1-0.8 mM).

Los coeficientes de absortividad molar del estado triplete excitado (€;) obtenidos
de la absorcion maxima del T,, son del orden de 1.5 a 7.8 x 10* M'cm™. Estos
valores estan dentro del rango reportados para CPZ (19500 M'cm™) y PZ (26500
M"cm™) en MeOH y compuestos similares. Estos valores son, ademas, sensibles a la

metodologfa utilizada para medirlos.

Los rendimientos cuanticos del cruce intersistémico para los derivados
fenotiazinicos estan en el rango de 0.2 a 0.9, dependiendo del disolvente. Por
ejemplo, para los derivados clorados, los valores de ¢; no pueden ser determinados
en soluciéon tampon de fosfato (PBS), debido a que el T, se desactiva rapidamente en
solucion acuosa. El rendimiento cuantico de fotodestruccion de CPZ-HCl en PBS/6.6
y soluciéon acuosa (MeOH:H,O = 1:1) bajo condiciones anaerdbicas tiene valores

respectivos de 0.59 + 0.03 y 0.80 + 0.04. Esto indica que, a pesar de que el *CPZ*
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se desactiva rapidamente en medio acuoso, el mismo es sumamente reactivo. En
general, los estados tripletes excitados de los derivados fenotiazinicos se generan con
rendimientos cuanticos altos en MeOH, especialmente para aquellos derivados que
tienen un sustituyente electrodonante como tiometil, el cual tiene un ¢; > 0.70.
Ademas, el triplete excitado de CPZ también se forma con un alto rendimiento (¢; =
0.90), mientras que proclorperazina (PCP) tiene un valor de solo ¢; = 0.35. Estagran
diferencia debe ser atribuida al contra ié6n que tienen ambos farmacos para hacerlo
mas soluble en agua. Se conoce que el acido maleico es un inhibidor del triplete
excitado de los derivados fenotiazinicos (k, =7 x 10” M"'s™). Estudios fotoquimicos
de los derivados clorados en la posicion 2, determinaron que su fotodegradacion o
fotodehalogenacion proviene del estado triplete y el rendimiento correspondiente esta
determinado por el disolvente. Ademas, la cadena lateral en la posicion 10 no
determina la eficiencia de fotodegradacion, sino la distribucion de los fotoproductos.
Es por eso que el rendimiento cuantico de fotodegradacion de las bases libres de CPZ

(drp = 0.68 en MeCN) y PCP (¢, = 0.66 en MeCN) son iguales.

El tiempo de vida del estado triplete excitado es muy sensible al microambiente.
Curiosamente, la sustitucion en la posicion 10 de la fenotiazina tiene un efecto menor
en los valores de t; de las fenotiazinas, promazinas, perazinas y fenazinas en el
mismo disolvente. Para los derivados clorados, por ejemplo, los valores de t; (us) en
MeCN son: 0.80, 0.91, 0.80 y 0.66 para CPH, CPZ, PCP, perfenazina (PP),
respectivamente. Estos valores son casi constantes y no muestran dependencia de la

cadena de alquilo-amino.

La sustitucion en la posicion 2 de la fenotiazina induce una mayor variacion en
los valores de t;, como se observa para los derivados de promazinas. Los valores para
PZ, CPZ, TFMP y TMPZ en MeOH: 61, 2.2, 91, 59 ps, respectivamente. Sin

embargo, el efecto mas marcado en el 1; es inducido por el disolvente, especialmente

Pagina - 169 de 200 -



Fotoguimica y Fotofisica de Farmacos Neurolépticos Capitulo 4 - Conclusiones

para los derivados clorados. Excepto para PZ, los valores de t; se reducen
drasticamente cuando se cambia de MeCN aMeOH o H,O. Porejemplo, para TEFMP
el 1y se reduce de 111 ps en MeOH a s6lo 2.13 ps en PBS. El hecho de que el tiempo
de vida cambie dréasticamente debe ser atribuido a que *TFMP* reacciona con agua
facilmente para producir el derivado de acido carboxilico en la posicion 2 de la
fenotiazina. Este efecto es ain mas drastico cuando se utilizan derivados clorados
porque es imposible determinar el t; en medio acuoso, como se ha mencionado en
varias ocasiones. Teniendo en cuenta todos estos hallazgos, se ha propuesto un
mecanismo de transferencia de protones muy rapido como el responsable de la

inhibicion del T, de los derivados clorados.

4.2) Fotopropiedades del Cloroprotixeno (zCPTX 3b)

zCPTX comparte todos los efectos secundarios de los antidepresivos triciclicos
clorados como CPZ, incluyendo la fototoxicidad. De las propiedades fotofisicas de
zCPTX se puede concluir que los mecanismos no-radiativos son favorecidos sobre los
procesos radiativos. Este comportamiento es muy similar al de su homélogo CPZ.
Curiosamente, la eficiencia de la fosforescencia de CPZ es mucho mayor que la de
zCPTX, el cual tiende a fluorescer mejor en forma de vidrio. Este comportamiento
también se ha observado para alquenos con isomerizacion E/Z, como el estilbeno.
Sin embargo, la diferencia estructural entre zCPTX (E, = [336 * 2] k)/mol) y CPZ (E, =
[321 £ 2] kJ/mol) no afecta significativamente la energia del estado singlete. Por otro
lado, las propiedades como la longitud de onda méaxima de emision y el
desplazamiento de Stokes son mayores para CPZ. Esto implica que la polaridad del

estado excitado singlete de CPZ es mayor que para zCPTX.
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A diferencia de las propiedades del estado triplete excitado de CPZ, las del triplete
de zCPTX no son conocidas. En este trabajo se determin6 que la fot6lisis de destello
Laser (FDL) a alta potencia de zCPTX produce fluorescencia tardia tipo P y un
intermedio de corta vida a 360 nm con un tiempo de vida de aproximadamente 56
ns bajo condiciones anaerébicas. La fotoquimica de zCPTX y zCPTX-HCI depende
del microambiente (disolvente, oxigeno, pH, longitud de onda de irradiacion, etc.).
En este proyecto se determind, ademas, que los disolventes determinan la

fotodegradacion de zCPTX, al igual que la distribucion de los fotoproductos.

La fotoisomerizacion de zCPTX a ECPTX es la reaccion favorecida en los
diferentes medios tanto en ambientes aerébicos como anaerébicos. El rendimiento
cuantico de fotoisomerizacion es 0.21 en MeCN y proviene mayoritariamente del
estado excitado singlete. Después de la formacion del fotoequilibrio entre zCPTX y
ECPTX, se comienza a observar la formacion de 2-clorotioxantona (CTX). La
formacion de CTX no depende de la concentracién de oxigeno disuelto, sino que es
favorecida en medios anaerébicos y en presencia de agua. Ademas de depender del
disolvente, laformacion de CTX depende de que el grupo alquil-amino en la posicién

9 del tioxanteno tenga el nitrogeno con el par de electrones libres.

Para la fotolisis con zCPTX-HCl en disolventes como MeCN y agua, capaces de
estabilizar el par i6nico de esta sal, se observa inicialmente la fotoisomerizacion con
la misma fotoeficiencia que para zCPTX. Luego de la formacioén del fotoequilibrio Z/E
no se observa que el fotoproducto CTX se forme. Sin embargo, la disminucion en la
absorcion a 230 nm es un indicador de la formacion del alcohol terciario
correspondiente. Es importante sefalar que la formacion de CTX autocataliza su
formacion via transferencia de energia triplete con el *zCPTX. A pesar de que no se
puede determinar la energia triplete de zCPTX, los calculos cuanticos TD-DFT

predicen un valor de 235 kJ/mol (ligeramente menor a la de CPZ; E; = 251 kJ/mol),
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como ocurre con la diferencia de energia entre el S, y S, de ambas moléculas.
Ademas, experimentos de FDL en MeCN demuestran que la presencia de zCPTX y
zCPTX-HCl inhiben el *CTX* (E; = 258 kJ/mol) difusionalmente, por lo tanto se puede
argumentar que la energia del *’zCPTX es menor a la de *CTX*. Por otro lado la
fotoquimica de zCPTX en alcoholes y solucién tampon de fosfato (PBS/7.4) es similar
a la observada en MeCN en cuanto al proceso de fotoisomerizacién. Por otro lado,
en estos disolventes no se favorece la formacion de CTX, pero si el producto de
fotoadicion del disolvente en alqueno de la posiciéon 9 del tioxanteno. Ciertamente
este producto de fotoadicion tipo Makornikov al alqueno también ocurre en la
fotoquimica en MeCN/H,O, pero no es detectable porque este medio favorece la
formacion de CTX. La formaciéon de CTX a partir del alcohol terciario, se postula
esencialmente desde un estado vibracional de alta energia (“hot state”), porque bajo

condiciones normales el alcohol terciario es estable.

Este mecanismo explica el comportamiento fotoquimico de CPTX en los diferentes
disolventes. Es importante sefialar que la fotorreaccion de adicion puede ocurrir
desde el estado singlete o triplete excitado. Obviamente como el estado excitado
singlete dura muy poco tiempo, se postula solo el estado excitado triplete como el
precursor de las fotorreacciones de adicion al alqueno. Es importante sefialar que en
las fotorreacciones con los alcoholes, también se observa la formacion del alcohol
terciario, porque los alcoholes no se usaron secos. Lo interesante y a la vez
significativo es que en periodos cortos de fot6lisis no se observa la formacion de CTX
y si se ve presencia del alcohol terciario (a diferencia de MeCN, en el que no se ve
el alcohol terciario y si formacion de CTX). Esto implica que el disolvente juega un
papel importante en la formacion de CTX. No es de extrafiar que CTX no se forme
en alcoholes porque, segin el mecanismo propuesto, el par de electrones de la amina
terminal juega un papel importante en la formacion de CTX, porque puede abstraer

el proton del alcohol terciario que se forma. Este ataque no se favorece en MeOH
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porque este disolvente no estabiliza el par i6nico de sales de estos compuestos.

En conclusion, la formacién de CTX puede agudizar el efecto fototoxico/
fotoalérgico de zCPTX porque: (1) CTX forma parte de los productos metaboélicos de
zCPTX; (2) los derivados de tioxantonas pueden reaccionar facilmente desde el estado
excitado singlete y triplete; (3) puede autosensibilizar su propia formacion, y por lo
tanto la potencia toxica de zCPTX; (4) CTXy los otros fotoproductos (como el alcohol
terciario) pueden tener mayor fototoxicidad que el farmaco original; (5) podrian
ocurrir reacciones de fotoadicion entre CPTX y grupos nucleofilicos (-OH, -SH, -NH,)
en las protefnas o ADN. Esto alterarfa las estructuras de las biomoléculas e inducir
la respuesta fototoxica o fotomutagénica; y (6) Los maximos de absorciéon de zCPTX
y CTX son 324 y 386 nm, respectivamente. Esta diferencia de 62 nm hacia el rojo
aumenta la cantidad de luz absorbida y, por lo tanto, aumenta la probabilidad de
inducir la fototoxicidad, porque se conoce que las longitudes de onda dentro del UVA
(315-400 nm) y el rango visible son mas propensas a causar reacciones de
fotosensibilidad inducida por farmacos. Por otro lado, el hecho de que la reaccion
de fotoadicion ocurra desde los estados excitados de zCPTX, también puede aumentar
las propiedades fotosensibles porque podria enlazarse covalentemente con
biomoléculas como proteinas e inducir la respuesta fototéxica o fotoalérgica. En este
aspecto es similar a CPZ, la cual puede reaccionar desde el estado excitado triplete
ya sea por la ruptura homolitica del enlace C-Cl o por un ataque de un nucleofilo

para formar enlaces covalentes con biomoléculas.

4.3) Fotopropiedades de 2-clorotioxantona (CTX)

2-clorotioxantona (CTX) es un derivado de la familia de las tioxantonas y es el

reactivo precursor en la sintesis del farmaco neuroléptico CPTX. Ademas de su gran
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relevancia en la industria quimico farmacéutica, también posee un sinnimero de
aplicaciones tecnologicas. El tiempo de vida del *CTX* no se afecta por la presencia
de N-metildietilamina. Este hallazgo es sumamente relevante porque establece que
aminas terciarias similares a la cadena alquilamino de CPTX, no inhiben el *CTX*.
Esto demuestra que la inhibicion del *CTX* en presencia de CPTX estd mas

relacionado a una transferencia de energia que a una transferencia electrénica.

Del estudio fotofisico y computacional hecho en este proyecto para CTX, se puede
determinar que las transiciones electronicas que ocurren a longitudes de onda
mayores de 300 nm son combinaciones entre estados electrénicos nn* y p-n*, los
cuales determinan su fotoffsica y por consiguiente su fotoquimica. Este compuesto
lleva a cabo transiciones electrénicas en la region UVA y visible contrario a CPTX, lo
que permitirfa procesos de fotosensibilizacion a condiciones normales de irradiacion
solar. Al igual que el estado singlete excitado de tioxantona ('TX*), el rendimiento
cuantico de fluorescencia (¢y) y tiempo de vida (1) del 'CTX" aumenta a medida que
el microambiente es mas hidroxilico. Este comportamiento se puede explicar
utilizando la teoria del efecto de proximidad entre los estados S, (nn*) y S, (n7*) o los
postulados de la fotoquimica cuantica moderna (El-Sayed). En los mismos se aduce
a que el aumento en la hidroxilidad del medio induce una separacion de ambos
estados electronicos que permite que la desactivacion no radiativa disminuya y se

favorezca el proceso radiativo de fluorescencia.

El hecho de que las propiedades del 'CTX" son afectadas por la hidroxilidad del
medio, implica que las propiedades del estado triplete excitado de CTX (CTX') son
alteradastambién. A diferencia del estado 'CTX que muestra un caracter nn* el *CTX
aparenta ser una combinacién de ambos caracteres (nn* y nn*). Los resultados
obtenidos demuestran claramente que el rendimiento cuantico de cruce intersistémico

(¢;) de CTX disminuye drasticamente con el aumento de la hidroxilidad del medio.
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Estos resultados se obtienen asumiendo que el coeficiente de absorcion molar para
el °*CTX" no cambia, al aumentar el contenido de agua. Aunque el ¢; disminuye
considerablemente, es importantisimo resaltar que su tiempo de vida aumenta
drasticamente. Esta propiedad setiene que considerar debido al caracter fotorreactivo
que posee el grupo carbonilo del *CTX". El mismo puede actuar como un radical
electrofilico (nm*) capaz de abstraer hidrogenos ya sea del medio u otro compuesto,

dando como resultado una respuesta fototoxica o fotoalérgica.

4.4) Fotopropiedades de MTP

En este trabajo se determinaron las propiedades fotofisicas y fotoquimicasde MTP
en diferentes disolventes (MeCN, MeOH, y PBS/pH = 7.4) en presencia de diferentes
aditivos (oxigeno, nitrégeno, NaN,, Thd, y FIND). El uso de estos disolventes y
aditivos permite la simulacion de los diferentes microambientes en vivo, los cuales
afectan las propiedades antes mencionadas. Esta informacién es sumamente
importante porque MTP interact@a con diferentes componentes del cuerpo humano,

bajo diferentes ambientes.

Los intermedios de corta vida (singlete y triplete excitado, cation radical, etc.) son
los precursores de varios fotoproductos que forman. Las propiedades fotofisicas del
estado excitado singlete de MTP ('MTP’) no son afectadas por los disolventes
utilizados, ni por la presencia de oxigeno. También es evidente que la desactivacion
por fluorescencia (¢ = 0.01) no es el mecanismo favorecido para '"MTP". Esto
demuestra que la desactivacion del "MTP’, es por mecanismos no-radiativos como la
conversion interna o cruce intersistémico. Ademas, el tiempo de vida de '"MTP” es ~2
ns y es independiente del disolvente y el oxigeno. Esto implica que las

fotorreacciones entre '"MTP" y oxigeno son poco probables. Para saber si '"MTP” puede
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inducir dafio al ADN, se utiliz6 como modelo timidina (Thd). Se ha reportado que
el dafio inducido al ADN incluye reacciones de transferencia de electrones o energfa
que producen cambios quimicos en este nucleotido. Se determin6 que el '"MTP”
tiene una energfa singlete (E) de 314 kJ/mol, con lo se puede descartar a priori
procesos de transferencia de energia singlete-singlete entre 'MTP" y 'Thd" (E, = 417
kJ/mol). Por lo tanto, el '"MTP" no interacciona con la Thd, lo que implica que no

ocurren procesos de transferencia de electrones entre ambos compuestos.

Al hacer los estudios de fot6lisis de destello LASER (Tabla 3.4) se puede concluir
que el coeficiente de la transicion triplete-triplete es aproximadamente 1.5 x 10> M
cm™ y el rendimiento del cruce intersistémico es 0.70. Interesantemente, el tiempo
de vida del estado excitado triplete de MTP (*MTP") depende del disolvente y de la
presencia de aditivos como oxigeno y fenilindeno. En cuanto a los disolventes, al
aumentar el caracter de transferencia de protones (hidroxilidad), menor es el tiempo
de vida del *MTP". Por otro lado, el oxigeno inhibe el *MTP" con una constante
aproximada de 6 x 10° M s™'. Con estos resultados se puede establecer claramente
que la fotoquimica de MTP esta determinada por la reactividad del *MTP" y no por la

del '"MTP",

La fotoquimica de MTP fue estudiada en los disolventes antes mencionados en
presencia y ausencia de oxigeno. Bajo condiciones anaerbbicas e
independientemente del disolvente MTP es fotoestable. Sin embargo, los resultados
concluyen que MTP es fotorreactiva en condiciones aerbbicas y que la
fotorreactividad depende del disolvente. Tanto la formaciéon de fotoproductos, como
la distribucion de estos se ve afectada por el disolvente. En disolventes polares
proticos como PBS (pH = 7.4) y MeOH, el producto principal es la levomepromazina
sulféxido (MTPSO). En acetonitrilo no se forma MTPSO y no se pudo determinar el

fotoproducto. Los rendimientos cuanticos de fotodegradaciéon de MTP en PBS,
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MeOH, y MeCN son 0.13, 0.02 y <107, respectivamente. Es concluyente que en un
medio acuoso en presencia de oxigeno molecular es sumamente fotorreactiva. Un
comportamiento similar fue observado para los rendimientos de fotodegradacion de

CPZ a pH 4.7 (¢ = 0.056) y etanol (¢ = 0.0027), pero utilizando luz de 253.7 nm.

La fotooxidacion de las fenotiazinas para formar el sulféxido puede ocurrir por
diferentes procesos: (1) utilizando fotosensibilizadores de oxigeno singlete ('O,)
como rosa de bengala o azul de metileno; (2) produciendo oxigeno singlete mediante
la transferencia de energia del estado triplete de la PH al oxigeno molecular y su
subsiguiente reaccion con el estado fundamental de PH; y (3) mediante la formacion
del cation radical de PH y su reaccion con oxigeno molecular o agua. De estos
mecanismos, solamente el (2) y (3) podrian considerarse para explicar la fotoquimica
de MTP en los diferentes disolventes bajo condiciones aerébicas. El rendimiento
cuantico de 'O, generado por el triplete excitado de estas moléculas depende del
disolvente y de los sustituyentes. Este dato es de mucha relevancia, porque
ciertamente la formacion del estado triplete excitado de estas moléculas es
dependiente del disolvente.  La principal aportacién de este trabajo es demostrar
que la formacion MTPSO no proviene de la produccion de oxigeno singlete por la
excitacion de MTP en PBS. Por el contrario, este producto se obtiene mediante la
formacion del cation radical de MTP, el cual se produce de una transferencia
electronica entre el *MTP" y oxigeno molecular. Esto fue confirmado por la
fotoquimica de MTP en presencia de azida de sodio con una constante de inhibicién
con 'O, entre (1.08-1.90) x 10° M's™ a bajas concentraciones de oxigeno molecular.
El usar azida de sodio como inhibidor de oxigeno singlete no afecta el rendimiento
de formacion de MTPSO, lo que implica que el 'O, que se pueda formar no
contribuye a la formaciéon de MTPSO. Por otro lado usando bajas concentraciones

de oxigeno se puede detectar claramente la formacién del catién radical de MTP a
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566 nm, utilizando foto6lisis estacionaria. Ademas al estudiar la fotoquimica de MTP
en MeCN se produce MTPSO. Esto es sumamente importante porque el tiempo de
vida del 'O, en este disolvente es 39 us y el rendimiento de 'O, deberia ser
ligeramente mas alto al de su compuesto padre (2-metoxifenotiazina, ¢, = 0.21). Este
trabajo también indica que los procesos de transferencia de energia y electronica
entre el MTP" y oxigeno molecular estan determinados por el disolvente, lo que
implica que la fotoquimica de MTP estara determinada por estos procesos. Todo esto

nos lleva a proponer un mecanismo para la formacién de MTPSO en PBS.
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RESUMEN / SUMMARY / RESUM

En el 2005, la Organizacion Mundial de la Salud concluyé, entre otras cosas, que:
(1) El impacto mundial de los trastornos mentales en la calidad de vida es superior al
de las enfermedades créonicas como la artritis, la diabetes o las enfermedades
cardiacas y respiratorias; y (2) Se espera que en 2020 la depresion sea la enfermedad
namero uno en el mundo desarrollado. El tratamiento farmacolégico de estas
condiciones con antidepresivos es eficaz en aproximadamente el 60% de los
pacientes. Los antipsicoticos tipicos, también llamados neurolépticos, constituyen un
grupo de medicamentos de naturaleza quimica muy heterogénea pero con
mecanismo de accion comin. Estos actan fundamentalmente por bloqueo de los
receptores dopaminérgicos D,. En los neurolépticos derivados de la fenotiazina, por
ejemplo, la cadena lateral posee siempre 3 atomos de carbono seguidos de un grupo
-NR,, lo que es indispensable para las propiedades antipsicéticas. La substitucion por
un cloro origina asimetria en el nacleo fenotiazinico, con lo que se incrementa la
accion farmacolégica. El grupo -CF, en la misma posicion, incrementa aGn mas las
acciones antipsicoticas y antieméticas de las fenotiazinas. Comparado con la CPZ,
flufenazina es aproximadamente 20 veces mas potente y tioproperazina 10 veces mas.

La tioridazina, sin embargo, posee solo la mitad de la actividad farmacolégica de la
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CPZ. Los tioxantenos, como el clorprotixeno, poseen isomerfa cis/trans. El isomero
cis tiene una mayor potencia que el isbmero trans e induce mas fototoxicidad. Por
otro lado, las drogas menos potentes contienen un grupo piperidina en la cadena

lateral.

Todos los antidepresivos tienen la misma eficacia para el tratamiento a corto plazo
de los sintomas depresivos agudos, pero difieren en cuanto a los efectos adversos. Por
ejemplo, todos los que tienen substituyentes electroatrayentes en el sistema de anillos
son buenos antipsicoticos, pero inducen mas fototoxicidad. La fotosensibilidad es
una reaccion cutanea anormal que se produce por la combinacién de una sustancia
quimica y la exposicion a luz ultravioleta (UVA). El mecanismo general para este
fendbmeno no se conoce, pero se postula que el agente fotosensibilizante absorbe
energia y su estado triplete interacciona de forma directa con los componentes
celulares. Informes recientes indican que los nuevos antidepresivos son solo
marginalmente mas eficaces que un placebo. Los resultados de la investigacion con
la "vieja generacion" de antidepresivos triciclicos, por otra parte, indican que la
interaccion de ciertas biomoléculas con el estado excitado de estas drogas puede ser
uno de los pasos en el mecanismo mencionado. Por lo tanto, entender las
propiedades de estos estados excitados y sus posteriores reacciones permitira el
desarrollo de drogas mas selectivas, mas eficaces y con menos efectos secundarios.
A tales efectos, el objetivo principal de este trabajo es utilizar el modelo de
clorprotixeno y levomepromazina (LPZ 6 MTP) para conocer la fotofisica y la
fotoquimica de farmacos con isomeria (estructural y enantiomérica) con el fin de
determinar sus mecanismo de desactivacion y fotodegradacion que permitan explicar

sus efectos fototoxicos.
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En este trabajo se demuestra que la fot6lisis de destello Laser (FDL) a alta potencia
de clorprotixeno (zCPTX) produce fluorescencia tardia tipo P y un intermediario de
corta vida a 360 nm con un tiempo de vida de aproximadamente 56 ns bajo
condiciones anaerbbicas. La fotoquimica de zCPTX y zCPTX-HCl depende del
microambiente (disolvente, concentracion de oxigeno, pH, longitud de onda de
irradiacion, etc.). Se determind, ademas, que los solventes determinan la
fotodegradacion de zCPTX, al igual que la distribuciéon de los fotoproductos. La
formacion de su producto principal, clorotioxantona (CTX), no depende de la
concentracion de oxigeno disuelto, sino que es favorecida en medios anaerébicos y
en presencia de agua. Ademas de depender del disolvente, la formacion de CTX
depende de que el grupo alquil-amino en la posicion 9 del tioxanteno tenga el

nitrobgeno con el par electrones libres.

Los resultados obtenidos para del estudio fotofisico de CTX demuestran, por su
parte, que el rendimiento cuéntico de cruce intersistémico disminuye drasticamente
con el aumento de la hidroxilidad del medio. Aunque dicho rendimiento disminuye
bastante, su tiempo de vida aumenta drasticamente. Esta propiedad tiene una gran
relevancia debido al caracter fotorreactivo que posee el grupo carbonilo de CTX en
el estado triplete. El mismo puede actuar como un radical electrofflico capaz de
abstraer hidrogenos de bio-componentes, dando como resultado una respuesta

fototoxica o fotoalérgica.

En el estudio de levopromazina (LPZ o MTP) se demostr6 que el rendimiento
cuantico del cruce intersistémico es de un 70%. Ademas la formacion del
fotoproducto principal es sulfoxido de levopromazina (MTPSO) y no se obtiene de la
produccion de oxigeno singlete, seglin propusieron previamente otros autores. En
realidad, MTPSO se obtiene mediante la formacién del cation radical de MTP, el cual

se produce de una transferencia electronica entre el estado triplete excitado CMTP*)
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y oxigeno molecular (°O,). Este trabajo también demuestra que los procesos de
transferencia de electrones entre *MTP* y O, estan determinados por el disolvente,
lo que implica que su fotoquimica también depende de estos parametros. Con estos

datos se pudo formular un mecanismo general para la formacién de MTPSO en PBS.

SUMMARY

In 2005, the World Health Organization concluded, among other things, that: (1)
The world impact of mental disorders on the quality of life is superior than that of
chronic diseases such as arthritis, diabetes or heart and respiratory diseases; and (2 )
It is expected that by 2020, depression will be the number one disease in the
developed world. The pharmacological treatment of these conditions with
antidepressant is effective in approximately 60% of the patients. Typical
antipsychotics, also called neuroleptics, are a group of drugs with a very
heterogeneous chemical nature but with a common mechanism of action. They act
primarily by blocking dopamine D, receptors. In the group of neuroleptics derived
from phenothiazine, for example, the side chain has always 3 carbon atoms followed
by a -NR, group, which is essential for antipsychotic the properties. The substitution
for a chlorine in the phenothiazine core induces asymmetry, which increases the
pharmacological action. A -CF, group in the same position further enhances the
antipsychotic and antiemetic actions of phenothiazines. Compared to CPZ,
fluphenazine is approximately 20 times more potent and tioproperazine 10 times.
Thioridazine, however, has only half of the pharmacological activity of CPZ.
Thioxanthenes, such as chlorprothixene, have cis / trans isomerism. The cis- isomer
has a higher potency than the trans- isomer and induces more phototoxicity.

Furthermore, less potent drugs contain a piperidine group in the side chain.
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All antidepressants are equally effective for the short term treatment of acute
depressive symptoms, but differ in their adverse effects. For example, all drugs with
electron-attracting substituents on the ring system are good antipsychotics, but induce
more phototoxicity. Photosensitivity is an abnormal skin reaction that occurs by the
combination of a chemical and exposure to ultraviolet light (UVA). The general
mechanism for this phenomenon is not known, but it is postulated that the
photosensitizing agent absorbs energy and its triplet state interacts directly with
cellular components. Recent reports indicate that the new antidepressants are only
marginally more effective than a placebo. The results of the investigation with "old
generation" tricyclic antidepressants, however, indicate that the interaction of
biomolecules with the excited state of these drugs may be one of the steps in the
aforementioned mechanism. Therefore, understanding the properties of these excited
states and their subsequent reactions will enable the development of more selective
and more effective drugs with fewer side effects. For this purpose, the main objective
of this work is to use chlorprothixene and levomepromazine as model for the study
of the photophysics and photochemistry of enantiomeric drugs, in order to determine

their mechanism of phototoxicity.

In this work we demonstrate that the high power laser flash photolysis (LFP) of
chlorprothixene (zCPTX) produces P-type delayed fluorescence and a short-lived
intermediate absorbing at 360 nm with a lifetime of about 56 ns under anaerobic
conditions. The photochemistry zCPTX and zCPTX-HCI depends on the
microenvironment (solvent, oxygen concentration, pH, irradiation wavelength, etc.).
It was also demonstrated that the solvents determine the extent of the zCPTX
photodegradation and the distribution of photoproducts, as well. The formation of its
main product, chlorothioxanthone (CTX), is not dependent on the concentration of
dissolved oxygen, but - instead - it is favored in anaerobic environments and in the

presence of water. Besides, depending on the solvent, the formation of CTX requires
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that the alkylamino group at the position 9 of the thioxanthene to posses a nitrogen

free electron pair.

The results obtained for the photophysical study of CTX clearly demonstrate that
the intersystem crossing quantum yield decreases a lot with an increasing hydroxility
of the media. Although that quantum vyield decreases a lot, its lifetime increases
drastically. This property is very important, because the carbonyl group of CTX in the
triplet state has a considerable photoreactive character. It can act as an electrophilic
radical capable of abstracting hydrogen atoms from any biomolecules, resulting in

a phototoxic or photoallergic response.

In the study levomepromazine (LPZ), it was demonstrated that the formation of the
main product, levomepromazine sulfoxide (LPZSO), is not obtained from the
production of singlet oxygen, as previously proposed by other authors. Actually,
LPZSO is obtained by the formation of the radical cation of LPZ, which is produced
by an electron transfer between the triplet state and molecular oxygen. This work also
demonstrates that the processes of electronic energy transfer between the triplet state
of LPZ and molecular oxygen are determined by the solvent, which implies that its
photochemistry is also depends on these parameters. Based on these data, a general

mechanism for the formation of LPZSO in PBS is formulated.

RESUM

En el 2005, I’Organitzaci6 Mundial de la Salut va concloure, entre altres coses,
que: (1) I'impacte mundial dels trastorns mentals en la qualitat de vida és superior al
de les malalties croniques com I'artritis, la diabetis o les malalties cardfaques i

respiratories i (2) s’espera que en 2020 la depressi6 siga la malaltia nGmero u en el
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mon desenrotllat. El tractament farmacologic d’estes condicions amb antidepressius
és eficac en aproximadament el 60% dels pacients. Els antipsicotics tipics, també
denominats neuroléptics, constituixen un grup de medicaments de naturalesa quimica
molt heterogénia perd0 amb un mecanisme d’acci6 comG. Estos actuen
fonamentalment per bloqueig dels receptors dopaminérgics D,. En els neuroléptics
derivats de la fenotiazina, per exemple, la cadena lateral posseix sempre 3 atoms de
carboni seguits d’'un grup -NR,, la qual cosa és indispensable per a les propietats
antipsicotiques. La substitucié per un clor origina asimetria en el nucli fenotiazinic,
amb la qual cosa s’incrementa I'acci6é farmacologica. El grup -CF, en la mateixa
posicié incrementa encara més les accions antipsicotiques i antiemetiques de les
fenotiazines. En comparacié amb la clorpromazina, la flufenazina és aproximadament
20 vegades més potent i la tioproperazina 10. La tioridazina, no obstant aix0, posseix
només la mitat de I’activitat farmacologica de la clorpromazina. Els tioxantenos, com
el clorprotixeno, posseixen isomeria cis/trans; I'isomer cis té una major poténcia que
I'isomer trans. D’altra banda, els farmacs menys potents contenen un grup piperidina

en la cadena lateral.

Tots els antidepressius tenen la mateixa eficacia per al tractament a curt termini dels
simptomes depressius aguts, pero diferixen quant als efectes adversos. Per exemple,
els que tenen substituyentes electroatrayentes en el sistema aromatic sén bons
antipsicotics, pero induixen més fototoxicitat. La fotosensibilitat és una reacci6
cutania anormal que es produix per la combinacié d’una substancia quimica i
I"exposicié a llum ultraviolada (UVA) . El mecanisme general per a aquest fenomen
no es coneix, pero es postula que I’agent fotosensibilizante absorbix energia i el seu
estat triplet interacciona de forma directa amb els components cel lulars. Informes
recents indiquen que els nous antidepressius s6n només marginalment més eficacos
que un placebo. Els resultats de la investigaci6 amb la primera generacié

d’antidepressius triciclics, d’altra banda, indiquen que la interacci6 de certes
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biomoléculas amb |’estat excitat d’estes farmacs pot ser un dels passos en el
mecanisme mencionat. Per tant, entendre les propietats d’estos estats excitats i les
seues posteriors reaccions permetria el desenvolupament de farmacs més selectius,
més eficagcos i amb menys efectes secundaris. A tals efectes, |’objectiu principal d’este
treball és utilitzar el model de clorprotixeno i levomepromazina per a conéixer la
fotofisica i la fotoquimica de aquest tipus de farmacs a fi de determinar els seus
mecanismes de desactivacio i fotodegradacié que permeten explicar els seus efectes

fototoxics.

En aquest treball es demostra que la fotolisi de flaix laser (FDL) a alta poténcia del
clorprotixeno (zCPTX) produix fluorescencia tardana tipus P i un intermedi a 360 nm
amb un temps de vida curt d’aproximadament 56 ns baix condicions anaerobiques.
La fotoquimica de zCPTX i zCPTX-HCl| depén del microambient (dissolvent,
concentracié d’oxigen, pH, longitud d’ona d’irradiacio, etc.). Se ha determinat, amés,
que els dissolvents influixen en la fotodegradacié de zCPTX, igual que la distribucio6
dels fotoproductes. La formaci6 del seu producte principal, clorotioxantona (CTX) ,
no depén de la concentracié d’oxigen dissolt, sind que esta afavorida en mitjans
anaerobics i en presencia d’aigua. A més de dependre del dissolvent, la formacié de
CTX te lloc solament quan el grup alquilamino en la posici6é 9 del tioxanteno té el

nitrogen amb el parell electrons lliures.

Els resultats obtinguts per a I’estudi fotofisic de CTX demostren, per la seua banda, que
el rendiment quantic d’encreuament intersisttma disminuix drasticament amb
I’laugment de I’hidroxilitat del mig pero el temps de vida del triplet augmenta
drasticament. Esta propietat té una gran rellevancia a causa del caracter fotoreactiu
que posseix el grup carbonil de CTX en l'estat triplet. El mateix pot actuar com un
radical electrofilic capa¢ d’abstraure hidrogens de bio-components, donant com

resultat una resposta fototoxica o fotoallergica.
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En l'estudi de levopromazina (LPZ) es ha demostrat que el rendiment quantic
d’encreuament intersistema és d'un 70%. A més, el fotoproducte principal és el
sulfoxido de levopromazina (LPZSO) que prové d’una reaccié amb I'oxigen singlet,
segons van proposar previament altres autors. En realitat, LPZSO s’obté per mitja de
la formaci6 del radical cati6 de LPZ, el qual es genera a partir d’'una transferencia
electronica entre I'estat triplet excitat CLPZ*) i I'oxigen molecular (*O,). Finalment,
aquest treball també demostra que els processos de transferencia d’electrons entre
’LPZ* i O, estan determinats pel dissolvent, la qual cosa implica que la seua
fotoquimica també depén d’estos parametres. Amb estes dades es ha formulat un

mecanisme general per a la formacié de LPZSO en tamp6 fosfat.
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