UNIVERSITAT POLITECNICA DE VALENCIA

Departamento de Quimica

Instituto Universitario Mixto de Tecnologia Quimica (UPV-CSIC)

Fotoquimica de compuestos heteroaromaticos
triciclicos en medios biomiméticos

TESIS DOCTORAL

Presentada por:
Daniel Limones Herrero
Dirigida por:

Prof. M. Consuelo Jiménez Molero
Prof. Miguel A. Miranda Alonso

Valencia, diciembre 2015






DAa. M2 Consuelo Jiménez Molero, Catedratica de Quimica Organica de la
Universitat Politécnica de Valéncia y D. Miguel Angel Miranda Alonso, Catedratico

de Quimica Organica de la Universitat Politeécnica de Valéncia.

CERTIFICAN: que la presente Tesis Doctoral, titulada “Fotoquimica de
compuestos heteroaromaticos triciclicos en medios biomiméticos” ha sido
desarrollada por Daniel Limones Herrero, bajo su direccién, en el Departamento de

Quimica de la Universitat Politécnica de Valéncia.

Dfia. M2 Consuelo Jiménez Molero D. Miguel A. Miranda Alonso






A n fa/r(/%& g Mar






Abreviaturas y simbolos







A Absorcién

a-CD a-Ciclodextrina

ACE-CI Cloroformiato de 1-cloroetilo
Acetona-dg Acetona deuterada

AcOEt Acetato de etilo

AGA a4-glicoproteina acida

AGAB a4-glicoproteina acida bovina

AGAH ay-glicoproteina &cida humana
AINES Antiinflamatorios no estereoideos
Arg Arginina

AS Albumina sérica

ASB Albumina sérica bovina

ASH Albumina sérica humana

ATP Acido tiaprofénico

B-CD B-Ciclodextrina

CcBz Carbazol

CBZMe 2-(9H-carbazol-2-il)propanoato de metilo
CDCI; Cloroformo deuterado

CD;0D Metanol deuterado

CG-EM Cromatografia de gases - espectrometria de masas
Cl Conversion interna

CIs Cruce intersistemas

cmz Ciamemazina

CMZ-SONO Ciamemazina N,S-dioxido

CPF Carprofeno

CPFMe Ester metilico del carprofeno

CPFOH 2-(6-cloro-9H-carbazol-2il)propan-1-ol
CPz Clorpromazina

CPZ-DD Clorpromazina didesmetilada
CPZ-MD Clorpromazina monodesmetilada
CTAB Bromuro de cetiltrimetilamonio

Cys Cisteina

8 (ppm) Desplazamiento quimico en partes por millon
AA Incremento de absorbancia

DCC N,N’-diciclohexilcarbodiimida



DCM Diclorometano

AE Incremento de energia

DEPT Distortionless enhancement by polarization transfer
AG Incremento de energia libre de Gibbs
AGgx Incremento energia libre de Gibbs para formacion de excimero
AGqg Incremento energia libre de Gibbs para transferencia electrénica
AH Incremento de entalpia

DMAP 4-dimetilaminopiridina

DMSO-d; Dimetilsulfoxido deuterado

€ Coeficiente de absorcién molar

E* Energia del estado excitado

EM Espectrometria de masas

Eox Potencial de oxidacion

Ereq Potencial de reduccion

Es Energia de singlete

E: Energia de triplete

EX Exciplejo

EXC Excimero

F Fluorescencia

FDL Fotdlisis de destello laser

o Rendimiento cuantico de fluorescencia
or Rendimiento cuantico de triplete

FTZ Fenotiazina

vy-CD y-Ciclodextrina

GndCl Cloruro de guanidinio

H,O Agua

H,SO, Acido sulftrico

HCI Acido clorhidrico

His Histidina

HPLC Cromatografia liquida de alta resolucion
IBU Ibuprofeno

J Constante de acoplamiento

Ke Constante de conversion interna

kcis Constante de cruce intersistemas

kp Constante de desaparicion



kEX

Kexc

ke

kte

krp

}\-em

Aexc
LiAIH,
Airr

}\-méx
MeCN
MeOH
MgSO,
MM

us
Na,SO,
NaHCO;

PBS
PMZ
RMN-"*c
RMN-'H
RV

SDsS
SP

Tamb
TE
Te
TF
THF
TP
tr

Constante de formacion exciplejo
Constante de formacion excimero
Constante de fluorescencia

Constante de desactivacion
Constante de transferencia de energia
Constante de transferencia de protones
Longitud de onda de emision

Longitud de onda de excitacion
Tetrahidruro de aluminio vy litio
Longitud de onda de irradiacion
Longitud de onda maxima

Acetonitrilo

Metanol

Sulfato magnésico anhidro

Micelas mixtas

Microsegundos

Sulfato sddico anhidro

Bicarbonato sédico

Fosforescencia

Disolucion de tampdn fosfato
Promazina

Resonancia magnética nuclear de carbono
Resonancia magnética nuclear de hidrégeno
Relajacién vibracional

Singlete

Dodecil sulfato sodico

Suprofeno

Triplete

Temperatura ambiente

Transferencia de energia
Transferencia electrénica

Tiempo de vida de fluorescencia
Tetrahidrofurano

Transferencia de protones

Tiempo de retencion



Trp

T

Tyr

u. a.
UV-Vis
WAR

Triptéfano

Tiempo de vida de triplete
Tirosina

Unidades arbitrarias
Ultravioleta-Visible
Warfarina



indice







Capitulo 1. Introduccion...........ooooieccccrrrre e 1

1.1 Procesos fotoquimicos y fotofiSiCoS...........uueeeiiiiiiiiiiiiiee 3
1.2 Procesos fotoinducidos ... 5
1.2.1 Transferencia de energia..........cccceevciieeiiciiie e 6
1.2.2 Transferencia electrénica y formacion de exciplejos ..........ccccccveeene. 7
1.2.3 O1rOS PrOCESOS ...uvviiiiieeeieiiiiiieiee e e e e e seeter e e e e s e e ssb e e e e e e e e s sssnnreeeeaaeeean 8
1.3 Cromoforos carbazol y fenotiazina ..., 10
1.3.1 CarbAzZOl....ccoeeeeeeeeee e 10
1.3. 2 Fenotiazina ..........eeeiiiiiiie e 13
1.4 Sistemas microheterogéneos de tipo biomimético. Generalidades ..... 15
1.5 Proteinas transportadoras ..o 16
1.5.1 AIDUMING SEIICA ....eeeiiiiiiiiiiiee et 18
1.5.2 o4-Glicoproteina acida............cceeeeeeiiiiiiiiiiec e 22
1.6 CIiclodeXtriNAS ....coooe e 25
1.7 MICRIAS e 28
1.8 Referencias bibliografiCas ... 31
Capitulo 2. Objetivos .........cccevmmimriiiiieerr s 41

Capitulo 3. Estereodiferenciacion en la unién covalente del éster

metilico del carprofeno a proteinas inducida por luz................. 45
B0 Tt I 10T [T o3 T o 47
3.2 Resultados Y diSCUSION .........eeiiiiiiiiiiiiiii et 49
3.2.1 Sintesis de (R)- Y (S)-CPFME .....cccviiiiiiiiiee e 49
3.2.2 Comportamiento fotofisico de complejos CPFMe@proteina ........... 50

3.2.3 Irradiaciones en medio ProteiCo .........oiiuieiiiiiiieieiiiiiiee e 58



BB CONCIUSIONES ..ottt r e e e e 61

3.4 Procedimiento experimental ...............uuueuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeieeaennes 62
3.4.1 Reactivos y diSOIVENTES ......ccooiiiiiiiiiiie e 62
3.4.2 Obtencion de (R)- Y (S)-CPFME .....ccooeiiiiiiieiie e 62
3.4.3 Medidas de absorcion ..o 62
3.4.4 Medidas de fluoreSCeNnCia .........coooiveeiiiiiiiiiiie e 63
3.4.5 Medidas de fotdlisis de destello Iaser ..........ccccevveiiiiiiiiieee 63
3.4.6 Irradiacion de CPFMe@proteina .........occeeeeiiiieeeiiiiiee e 63
3.4.7 Tratamiento con GndCl y filtrado sephadeX ..........cccccoviieeiiiienennns 64
3.4.8 Caracterizacion espectroscopica de (R)-y (S)-CPFMe ................... 64
3.4.9 Espectros RMN-TH Y =" C ..o 65
3.5 Referencias bibliografiCas...........coouiiiiiiiiiiiiiii 67

Capitulo 4. Diadas conteniendo dos unidades de carprofeno

para profundizar en el mecanismo de fotodeshalogenaciéon de

L0 o |1 PR 69
S I 1o T [U oo o] o 71
4.2 Resultados ¥ diSCUSION ..........uuiiiiiiiieiieiiie e 72
4.2.1 Sintesis de 108 SUSTratOs .........coocuiiiiiiiiiiei 72
4.2.2 Reactividad fotoquimica ...........ccccceiiiiiiiiiii e, 72
4.2.3 Comportamiento fotofiSIiCO .......cceeeiiiiiciiiiiiiie e 78
G T 0o g Lod U1 1= 83
4.4 Procedimiento experimental ... 85
4.4.1 Reactivos y diSOIVENTES .......cooiiiiiiiiiiiie e 85

4.4.2 Sintesis de 1as diadas ..........cooouumeeiiiieeeeeee e 85



4.4.3 Fotolisis en estado estacionario ...........ccceeevvveiiiiieiiiiiieie e 86

4.4.4 Medidas de fluOreSCeNCia ..........cueeeiiiiiiieiiiiie e 87
4.4.5 Medidas de fotolisis de destello IdSer ..., 87
4.4.6 Medida de potenciales por voltamperometria .......cccccccevvvvviiiiiivinnnes 88
4.4.7 Caracterizacion espectroscépica de las diadas .......cccccceevvevnnvnnennn. 89
4.4.8 Espectros RMN-"H Y -2 C ..o 92
4.5 Referencias bibliografiCas ... 98

Capitulo 5. Oxidacion retardada de ciamemazina en medios

biOMIMELICOS........ccoiiiiirrrrrcc 99
5.1 INTrOUCCION ... 101
5.2 Resultados y diSCUSION ..........oiviiiiiiiiiiici e 103
5.2.1 Estudio del proceso de uniéon al hospedador por medidas de
fIUOFESCENCIA ... 103
5.2.2 Fotodegradacion de CMZ..........cooo i 107
5.2.3 Espectroscopia de absorcidn transitoria ..............ccooeeeeee 110
5.3 CONCIUSIONES ......oeeiiiiiiiieeeiee et 113
5.4 Procedimiento experimental ...........c.veiiiiiiiiiiiiice e 114
5.4.1 Reactivos y diSOIVENES .........c..ooiiiiiiiiiiiie e 114
5.4.2 Obtencion de (=)- Y (+)-CMZ ......cccoeiieiieie e 114
5.4.3 Medidas de fluoreSCencCia ..........cccovieeiiiiiiiiieniee e 115
5.4.4 Fotdlisis en estado estacionario ...........ccccoceevvviieiiiicinie e 115
5.4.5 Medidas de fotdlisis de destello laser ..., 115
5.4.6 Caracterizacion espectroscopica de (-)- y (+)-CMZ .......cccccevueeenee 118

5.4.7 Espectros RMN-"HY =" C ... 119



5.5 Referencias bibliograficas............ooooiiiiiiiiiiiii e 122

Capitulo 6. Estudios fotofisicos y fotoquimicos de los

metabolitos de clorpromazina.............cccoiiiiimiccicin s 125
6.1 INTrOAUCCION ... 127
6.2 Resultados ¥ diSCUSION ..........uuuuiuiiiiiiiiiii e 129
6.2.1 Sintesis de los metabolitos de CPZ...........ccccocoiiiiiie 129
6.2.2 Comportamiento fotofisico de complejos metabolito@proteina...... 130
6.2.3 Irradiaciones en medio proteiCo ..........coeeeeeeeeieiiiic 138
8.3 CONCIUSIONES ...t e e 142
6.4 Procedimiento experimental ...........c.cieiiiiiiiiiiiiccn e 142
6.4.1 Reactivos y diSOIVENTES ......ccceeeiiiiiiiieie e 142
6.4.2 Obtencion de CPZ-MD y CPZ-DD .......cccccceiiveieenieneenee e 143
6.4.3 Medidas de fotdlisis de destello 1aser ... 144
6.4.4 Medidas de fluoreSCenCia ..........ccovieeiiiiiiiii e 144
6.4.5 Fotdlisis en estado estacionario ..........ccccccceeviieeiiiiiee e 144
6.4.6 Tratamiento con GndCl y filtrado sephadex ..........ccccccvviieiiniinenn. 144
6.4.7 Caracterizacion espectroscopica de CPZ-MD y CPZ-DD .............. 145
6.4.8 Espectros RMN-TH Y =2 C ..., 146
6.5 Referencias bibliograficas...........cooviiiiiiiiii i 148
Capitulo 7. Instrumentacion...........ccccccooviiiiimiriccccccc s 151
7.1 Instrumentacion general ... 153

7.2 Instrumentacion fotoquUIMICA.............uuuuiuiiiiii s 154



Conclusiones generales / Conclusions.......cccccccceeiiiiiireeeneccnnnes 157
RESUMENES......ccc o 163
ANEXO I. Contribuciones a congresos...........cccvvvvnnnnssnssssssnnnnns 173

ANEXO Il. PUDIIiCACIiONeS ....c.oeeiieiecieeiriirei s res s s se s e smeennsnnees 177






Capitulo 1. Introduccién







Capitulo 1. Introduccion

1.1 Procesos fotoquimicos y fotofisicos

La fotoquimica es la ciencia encargada de estudiar las reacciones
quimicas y cambios fisicos que se producen al interaccionar materia y luz
(fotones).

Un proceso fotoquimico se inicia por absorciéon de luz. Esta energia no se
distribuye al azar en la molécula, sino que es absorbida selectivamente por grupos
cromoforos, cuyos electrones se encuentran en orbitales n o z (como dienos,
grupos carbonilo, aromaticos, etc). Los espectros de absorcién y emision de una
molécula proporcionan informacién relevante sobre la estructura, la energia y la
dinamica de estados electronicos excitados. Su estudio puede ayudar a
comprender e interpretar la reactividad fotoquimica y las propiedades fotofisicas
de los compuestos.

Cuando un fotén es absorbido, la molécula pasa a un estado
electronicamente excitado superior, inestable respecto al estado fundamental.
Pueden ocurrir entonces dos situaciones: que la molécula excitada transforme su
estructura quimica mediante un proceso fotoquimico o que busque otra forma de
perder su energia para volver a su estado fundamental, dando lugar a un proceso
fotofisico. Asi, los procesos por los que una molécula se desactiva al encontrarse
en su estado excitado se agrupan en fotoquimicos y fotofisicos.’

A su vez, los procesos fotofisicos se agrupan en dos tipos: radiativos y no
radiativos. Un proceso radiativo consiste en la vuelta al estado electrénico
fundamental desde un estado excitado con emisién de radiacion electromagnética,
mientras que en un proceso no radiativo la vuelta al estado fundamental no se
encuentra asociada a la emision de luz.

Los procesos radiativos mas comunes son:

= Absorcién (A): caracterizada por un coeficiente de absorcién molar (g),
constante relacionada con el area de incidencia del croméforo y la probabilidad de
que se produzca la absorcion a una longitud de onda (A) determinada. La
absorcion estd asociada a transiciones electronicas entre diferentes niveles

energéticos en determinados grupos de la molécula. Pueden ser permitidas (p. ;.
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singlete-singlete, Sy + hv — S4) o prohibidas (p. ej. singlete-triplete, Sg + hv — Ty)
por la regla del espin.

= Fluorescencia (F): emisiéon de radiacion ultravioleta o visible permitida
por la regla de espin, en la cual se produce la desactivacién del estado excitado
singlete al estado fundamental (S; — Sy + hv). Esta caracterizada por una
constante de velocidad k.

= Fosforescencia (P): emision prohibida por la regla de espin, en la que
se produce la desactivacién de una especie excitada desde el primer estado
excitado triplete al estado fundamental (T; — Sy + hv) con la consiguiente emisién
de un fotdn y caracterizada por una constante de velocidad kp.

Entre los procesos no radiativos mas comunes se encuentran:

= Conversion interna (Cl) del estado excitado singlete al estado
fundamental con liberacion de calor a las moléculas del entorno (S, — Sy + calor).
Estos dos estados son de la misma multiplicidad, por lo que se trata de una
transicion permitida.

= Cruce intersistemas (CIS), como S; — T, +calor o Ty — Sy + calor. Se
encuentra favorecida en moléculas con atomos pesados.

= Relajacion vibracional (RV): paso desde un nivel vibracional excitado a
otro de menor energl’a.2

Estos procesos se muestran en el diagrama simplificado de Jablonski de la
Figura 1.1. Ademas, cada proceso tiene una duracién diferente; los rangos tipicos

de tiempo se resumen en la Tabla 1.1.
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Energia A

S, 4

Figura 1.1. Diagrama simplificado de Jablonksi en el que se encuentran
representados los diferentes estados electréonicos (S = singlete, T = triplete) y los principales
procesos fotofisicos. A = absorcion; F = fluorescencia; P = fosforescencia; Cl = conversion
interna; CIS = cruce intersistemas; RV = relajacion vibracional.

Proceso fotofisico Tiempo (s)
Absorcién 10"
Relajacion vibracional 107"2-107"°
Tiempo de vida del estado excitado S 10"°-10"
Conversién interna 10""-10°
Cruce intersistemas 10'°-10°®
Tiempo de vida del estado excitado T, 107-10"°

Tabla 1.1. Tiempos de los principales procesos fotofisicos.

1.2 Procesos fotoinducidos

Cuando dos croméforos se encuentran en un mismo medio y se produce
la absorcion de luz, pueden ocurrir entre ellos una serie de procesos, como
transferencia de energia (TE), transferencia de electrones (Te), formacion de

exciplejos (EX), transferencia de protones (TP) o formacién de excimeros (EXC).
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1.2.1 Transferencia de energia

En este proceso la energia de un croméforo dador (D*) en su estado
excitado es transferida a otro aceptor (A), produciéndose asi la desactivacion del

dador a su estado fundamental (D) y la excitacion del aceptor (A*).

hv ke
D+A — D*+A — D +A"

Figura 1.2. Proceso de transferencia de energia.

Para que este proceso ocurra, la energia del estado excitado del dador
debe ser superior a la del aceptor (Ecuacién 1.1), con un tiempo de vida

suficientemente largo para poder reaccionar.
AG=AH =Ep* - Ep* Ecuacion 1.1

donde AG es la variacion de la energia libre del proceso, AH es la entalpia del
mismo, Ep* es la energia del estado excitado del dador y Ex* es la energia del
estado excitado del aceptor.

Estos procesos generalmente tienen lugar siguiendo dos mecanismos:
coulémbico (tipo Forster), o de intercambio electronico (tipo Dexter).3 El primero
implica una interaccion dipolo-dipolo y actia a largas distancias (de hasta 100 A).
Por el contrario, el mecanismo tipo Dexter requiere solapamiento efectivo entre los
orbitales del dador y el aceptor, teniendo lugar a distancias cortas (menores de 10

A). En la Figura 1.3 se ilustra esquematicamente el mecanismo de estos procesos.
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umo — — — —F

Transferencia
de energia (TE)
HoMO 4— -4~
D* A

Dexter

Figura 1.3. Mecanismos de transferencia de energia Forster y Dexter.
1.2.2 Transferencia electrénica y formacion de exciplejos

El proceso de transferencia electronica (Te), tiene lugar cuando una
molécula en su estado excitado cede o acepta un electron de otra molécula en su
estado fundamental. En ciertos casos se puede formar un complejo entre uno de
los cromoforos en su estado excitado y otro croméforo distinto en su estado
fundamental, es decir entre D* y A o entre D y A*. Este complejo, llamado exciplejo

(EX), posee caracter de carga parcial en cada cromdéforo y un elevado momento

dipolar.
hv D +A k-,

D+A —mm> o) —_ D+ A
*

D+A Favorecido en

disolventes polares
Kex Par de iones radicales

o+ o
(D +A)

Favorecido en
disolventes apolares
Formacién de Exciplejo

Figura 1.4. Mecanismo de transferencia electronica.

7
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La termodinamica de estos procesos se puede determinar mediante la

ecuacion de Rehm-Weller*® (Ecuacion 1.2).

donde AG es la variacion de la energia libre del proceso, Eox ¥ Erep son los
potenciales de oxidacion y reduccién en el estado fundamental de dador y aceptor,
E* es la energia del estado excitado implicado y C es el término couldmbico, que
tiene en cuenta la estabilizacion de las especies generadas en el disolvente
empleado. En disolventes polares se estabiliza el par de iones radicales generado
por transferencia electronica, mientras que en disolventes apolares esta favorecida
la formacion de exciplejo (Figura 1.4).

Los exciplejos pueden detectarse haciendo uso de la técnica de
fluorescencia y suelen darse entre moléculas planas capaces de formar complejos
de tipo sandwich y que viven lo suficiente como para emitir luz en la escala de

nanosegundos.e'8

1.2.3 Otros procesos

En la transferencia de protén (TP), el dador (D) transfiere un protén al
aceptor (A) tras la absorcion de luz. Este proceso puede ocurrir indistintamente por
excitacién inicial de D o de A.

hv DH* + A Ky

DH+tA ————> o ——T > D 4 AHF
DH +A*

Figura 1.5. Proceso de transferencia de protén por excitacion del dador (DH) o del

aceptor (A).

Un excimero (EXC) es un complejo que se forma entre un croméforo en su
estado excitado con otro cromoéforo idéntico en su estado fundamental. La
formacién de este complejo puede provocar en ocasiones la desactivacion de la
fluorescencia del monémero al generarse un dimero en el estado excitado. Como

ocurria con los EX, también los EXC pueden ser detectados por fluorescencia.”'®
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Excimero
hv Kexc
26 ———» '+ —==— (C—-C)
—hv ~hv
C C+C

Figura 1.6. Proceso de formacion de EXC para un cromoforo (C).

Hay que destacar también que los procesos de transferencia electronica,
protonica y de energia que se han expuesto pueden ocurrir de modo encadenado
durante una misma reaccion fotoquimica; asi, una transferencia de proton puede
seguir a una transferencia electrénica, o una transferencia electrénica a una de

energia, etc, como se muestra en la Figura 1.7.

D+A
hv
v TE 4
Productos «—— D*+A = D+A* ——> Productos
TP Te
Te TP
N \4
Productos €——— p+ ;. A D(-H)~ + AH* — > Productos
TP
v v

D(-H)* + AH* —— s  Productos

Figura 1.7. Procesos fotofisicos encadenados.
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1.3. Cromoéforos carbazol y fenotiazina

En esta tesis se estudia la fotorreactividad de farmacos como el
carprofeno (CPF), la ciamemazina (CMZ) y la clorpromazina (CPZ) (Figura 1.8) en
medios microheterogéneos. EI CPF es un antiinflamtorio usado en tratamientos
veterinarios principalmente en perros y gatos, mientras que CMZ y CPZ son
conocidos antipsicoéticos; todos ellos han demostrado presentar fototoxicidad y
ocasionar fotoalergias en pacientes.”™"® A continuacion se describen brevemente
las propiedades fotofisicas de los croméforos carbazol (CBZ) y fenotiazina (FTZ)
presentes en estos farmacos, mientras que las de los farmacos propiamente

dichos se describen en cada capitulo.

|
N
H . S
N O +>COOH o .
N
N Z
_.CH
O @[ :©/ K/\,Tl CH3
Cl S CH;
Carprofeno, CPF Ciamemazina, CMZ Clorpromazina, CPZ

Figura 1.8. Estructuras quimicas de los farmacos estudiados.

1.3.1 Carbazol

El 9H-carbazol (CBZ, Figura 1.9), también llamado 9-azafluoreno o
dibenzopirrol, fue aislado del alquitran de hulla por primera vez en 1872." Yaenla
segunda mitad del siglo XX se aisl6 un derivado del carbazol (murrayanine) del
arbol de hojas de curry que resulté tener propiedades antibidticas.'® Desde
entonces este compuesto desperto el interés tanto de quimicos como de bidlogos
por las caracteristicas estructurales de su cromoéforo, asi como por la asombrosa

actividad bioldgica que mostraban muchos derivados del mismo.
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H
N.

cBz

Figura 1.9. Estructura del croméforo carbazol (CBZ).

El espectro de absorcion UVA-UVB del carbazol presenta distintas

bandas, con maximos a 232, 292 y 320 nm (Figura 1.10).

0.6
o
2 04
®
2
[e)
[%2]
Ke)
<
0.2
0.0 r T T
240 280 320 360
A/ nm

Figura 1.10. Espectro UVA-UVB del carbazol en acetonitrilo.

En acetonitrilo, la banda de emision por fluorescencia presenta estructura
fina con dos maximos a 343 y 358 nm (Figura 1.11). En este disolvente, el
rendimiento cuantico de fluorescencia (¢) es 0.62, el tiempo de vida de

fluorescencia (tr) 15.1 ns;'® y la energia de singlete (Es) 85.1 kcal/mol.

11
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Intensidad normalizada

1.0+

0.8 1

0.6

0.4 4

0.2

T
250

T
300

T T
350 400 450

A/ nm

Figura 1.11. Espectro de excitacion y emision por fluorescencia (lexc = 300 nm) del

carbazol en acetonitrilo.

En el espectro de absorcion transitoria obtenido por fotélisis de destello

laser (FDL) se detecta el triplete del CBZ con un maximo a 420 nm (Figura 1.12), y

un tiempo de vida (t7) de 40 ps en etanol/nitrégeno."” La energia de triplete (E1) es

de 70.3 kcal/mol determinada mediante fosforescencia.®
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Figura 1.12. Espectro de absorcion transitoria de CBZ (Aexc
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1.3.2 Fenotiazina

El compuesto 10H-fenotiazina (FTZ, Figura 1.13) fue sintetizado por
primera vez en 1883."° Desde entonces han sido obtenidos mas de 5000
derivados de fenotiazina siendo de gran interés por sus propiedades quimicas y

actividad biolégica.”’

Figura 1.13. Estructura del cromoéforo fenotiazina (FTZ).

El espectro de absorciéon UV del croméforo fenotiazina presenta dos

bandas con maximos a 253 y 318 nm (Figura 1.14).
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Figura 1.14. Espectro UVA-UVB del cromoforo FTZ en acetonitrilo.

La banda de emisién por fluorescencia esta centrada a 446 nm en
acetonitrilo (Figura 1.15). Posee un rendimiento cuantico de fluorescencia (¢:) de
0.0094 en acetonitrilo y un tiempo de vida de singlete (t¢) de 1.5 ns en metanol.?'

Su energia de singlete (Es) es de 72.4 kcal/mol en acetonitrilo.
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Intensidad normalizada
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Figura 1.15. Espectro de excitacion y emision de fluorescencia (Aexc = 330 nm) de

la fenotiazina en acetonitrilo.

En el espectro de absorcion transitoria de FDL se detecta el triplete del

FTZ con un maximo a 460 nm (Figura 1.16) y un tiempo de vida (t1) de 10.9 us en

acetonitrilo/argon® y una energia de triplete (E7) de 60.4 kcal/mol determinado

mediante FDL.%
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Figura 1.16. Espectro de absorcion transitoria de FTZ (lexc

acetonitrilo/argon.?
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1.4 Sistemas microheterogéneos de tipo biomimético.
Generalidades

Se puede definir un sistema microheterogéneo como aquel capaz de
encapsular en un ambiente, por lo general hidrofébico, a compuestos organicos
pequefios y solubilizarlos en medio acuoso. Por ello se puede definir como
heterogéneo a nivel microscoépico pero homogéneo a nivel macrosc:épico.24

El estudio de sistemas microheterogéneos (micelas, zeolitas,
ciclodextrinas, proteinas, liposomas, etc.) resulta mas sencillo que el de los medios
biolégicos reales a los que pueden mimetizar y en los que se lleva a cabo
procesos como transporte de nutrientes, medicamentos, etc., a través de
interfaces en las membranas celulares.

Por otra parte, el uso de microambientes también permite modular el curso
de un proceso y obtener informacion sobre mecanismos de reaccion. Ello resulta
de gran interés en quimica sintética moderna, ya que la naturaleza del entorno que
experimenta el reactivo puede inducir cambios en la evolucion de los procesos a
los que dé lugar. Asi, mientras que en condiciones convencionales (disolventes
organicos, presion y temperatura ordinarias) la prediccion y control de los
rendimientos cuanticos de los distintos procesos es dificil, la utilizacion de
sistemas microheterogéneos ofrece la oportunidad de controlar el desarrollo de los
procesos quimicos y entre ellos los iniciados por luz (fotoinducidos) gracias a la
existencia de fuerzas intermoleculares sustrato-anfitrion. En un caso limite, la
restriccion espacial generada por la estructura tridimensional de una cavidad de la
entidad anfitriona puede orientar hacia un unico fotoproceso.

Ademas del interés intrinseco de los estudios en su faceta sintética y
mecanistica, el uso de microambientes también puede tener aplicacién en la
fotorreactividad de farmacos, cosméticos o agentes endégenos. En este contexto
en las dultimas décadas se ha investigado la influencia de los ambientes
microheterogéneos en la fotofisica de diversos sustratos de interés bioldgico como
por ejemplo la safranina (usada como contraste en citologias coloreando de rojo

los nucleos ceIuIares)25 o el flavonoide quercetina (con actividad antioxidante y
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antihistaminica empleado en tratamientos de obesidad, cancer o asma)26 entre
otros muchos.?*?"?

Los ambientes microheterogéneos que se han utilizado en esta tesis son
los proporcionados por proteinas, micelas y ciclodextrinas (Figura 1.17) por lo que
a continuacion se realiza una breve descripcion de los mismos tanto a nivel

estructural como de interaccién sustratro-anfitrion.

Figura 1.17. Representacion esquematica de: A) Proteina, B) Micela, C)

Ciclodextrina.
1.5 Proteinas transportadoras

Las proteinas son las macromoléculas mas abundantes de los organismos
vivos, cumpliendo con diversas funciones vitales: actian como enzimas,
hormonas, anticuerpos, o son vehiculo de transporte de sustancias endégenas
(acidos grasos, bilirrubina, etc.) o exdgenas (nutrientes, farmacos, etc.).29 Desde
un punto de vista estructural, pueden considerarse como polimeros lineales
constituidos por aminoacidos, cuya estructura tridimensional es capaz de fijar
especificamente ligandos en el denominado sitio de unién o centro activo y
desarrollar asi sus funciones.*

El sitio activo de las proteinas no es un receptaculo pasivo para la union

del sustrato, sino una maquinaria molecular muy compleja que emplea una amplia
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diversidad de mecanismos quimicos que facilitan la interacciéon sustrato-proteina.
Esta formado por cadenas laterales de residuos de aminoacidos especificos, lo
que ocasiona que tenga una disposicion tridimensional particular, diferente al resto
de la proteina.”’

Las proteinas mas abundantes en el plasma sanguineo son las proteinas
transportadoras, entre ellas la albumina sérica (AS) y la a4-glicoproteina acida
(AGA). Ambas son responsables de numerosos procesos relevantes (como la
estabilizacion de la presion osmética y el mantenimiento del pH en el plasma),

ademas del transporte de sustancias;**>°

siendo susceptibles de unir farmacos en
el torrente sanguineo para su liberacion posterior en blancos concretos.***® En
este contexto, la unién farmaco-proteina es un proceso clave que esta implicado
en la modulacién de la solubilidad del farmaco en el plasma, toxicidad,

3335 por ello, la unién de

susceptibilidad a la oxidacion y vida media in vivo.
farmacos a proteinas transportadoras se ha estudiado durante afos utilizando
diferentes técnicas, con el propésito de entender el proceso y descubrir la base
estructural que permita el disefio de nuevos agentes terapéuticos.37

Cuando un farmaco esta unido a una proteina, su tiempo de accion se ve
prolongado debido a que se retarda su metabolizacion. El grado de unién depende
de la concentracion total de farmaco y de su afinidad por la proteina.38 El proceso
es normalmente reversible y se establece un equilibrio entre el farmaco unido vy el
libre. Solo los farmacos no unidos son farmacolégicamente activos; por ello una
alta afinidad por la proteina resulta en una mejora de la solubilidad y en un
incremento de su tiempo de vida media. Al contrario, una baja afinidad se asocia
con una limitacién para traspasar los tejidos y por tanto mayor dificultad para
alcanzar el lugar de actuacion.®®*

Desde el punto de vista de la reactividad fotoquimica en proteinas, hasta
el momento sélo un reducido numero de estas reacciones fotoquimicas han
aprovechado los microambientes proporcionados por los sitios de unidén. Los
ejemplos descritos hasta ahora en la literatura se incluyen en el area de
fotoquirogénesis supramolecular,*®** la hidrélisis de glucurénidos,* la reaccién de

foto-Fries*® y la proteccion frente a reacciones de fotooxidacion.*’*®
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1.5.1 Albumina sérica

La albumina sérica (AS) es una proteina transportadora que se encuentra
presente en todas las especies de vertebrados. Se puede extraer de humanos
(ASH), bovinos (ASB), caballos, ratas, cerdos, ovejas, etc., aunque las que mayor
interés han suscitado son la ASH y la ASB. Ambas son de facil adquisicion y bajo
coste.*®

La ASH es sintetizada y secretada por el higado. Se encuentra presente
practicamente en todos los tejidos, sobretodo en la piel y los musculos, aunque
también puede encontrarse en cualquier fluido corporal, como el fluido vitreo y
acuoso ocular, el sudor, las lagrimas, la saliva y la sangre, donde es la proteina
transportadora mas abundante (3,5-4 g en 100 mL).

Debido a la gran similitud encontrada en las secuencias de aminoacidos
en ASs de diversas especies, otras albuminas se han usado como modelos de
ASH para estudios de interaccion con farmacos y de farmacocinética,

fundamentalmente ASB que estructuralmente es muy similar a ASH.*%%°

. Funcion de la albumina sérica

Como ya se ha comentado, la funcién principal de la AS es actuar como
vehiculo de diferentes sustancias en el torrente sanguineo,51 aunque también
juega un papel activo manteniendo el pH y la presidbn osmética estables en
sangre.*

La interaccion de ligandos con AS puede producir un incremento de su
solubilidad en sangre (p.ej. de los acidos grasos), asi como una disminucién de su
toxicidad o una proteccion frente a la oxidacion.*? También puede actuar como
almacén de ciertas toxinas (como en el caso del transporte de la bilirrubina hasta
el higado para su excrecion biliar) y es capaz de interaccionar con toxinas
exdgenas, haciendo que sean menos nocivas para el organismo.>* Finalmente, la
AS también puede presentar actividad enzimatica (enolasa, esterasa,

glucuronidasa), muy interesante desde un punto de vista clinico-farmacéutico, ya
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que en algunos casos es una etapa clave en el proceso de activacion de pro-

farmacos.>®°

. Estructura general de la albumina sérica

La albumina es una proteina globular que consiste en una cadena
polipeptidica simple sin grupos prostéticos u otros aditivos y un peso molecular
aproximado de 66 kDa. Contiene 9 logos dobles formados por 17 puentes disulfuro
que envuelven a los residuos de cisteina adyacentes. El 67% de su estructura
secundaria esta formada por una hélice-a de seis vueltas, un 10% de giro f y un
23% de cadena extendida. La estructura tridimensional puede ser descrita en
términos de tres dominios, cada uno constituido por dos subdominios. Por tanto,
en las albuminas existe un amplio y variado numero de sitios de unién donde los
sustratos pueden interaccionar,333:%

En el caso de la ASH (Figura 1.18), ésta constituye alrededor del 60% en
peso del total de proteina en sangre. La componen 585 aminoacidos, entre los que

se encuentran un unico triptéfano (Trp-214);57 y una cisteina libre (Cys-34).

Subdominio [lIA
Sitio Il

3 Subdominio IIA
Sitio |
b*} 1{[e]

Figura 1.18. Estructura de la ASH donde se observan los dos sitios principales de

union para compuestos organicos pequenos (sitio | y sitio I1).

La ASB esta formada por 583 aminoacidos® y presenta una secuencia
coincidente con la ASH al 76%. Sin embargo, la ASB contiene dos residuos de Trp

(en posiciones 213 y 134) en lugar de uno. El Trp-134 posee 7 residuos de tirosina

19



Capitulo 1. Introduccion

(Tyr) préximos; no ocurre lo mismo en el Trp-213 ni en el Trp-214 de la ASH. Las
diferencias en la aromaticidad vecinal pueden contribuir a que existan diferencias
en las propiedades de los dos Trp de ASB.* Debido a su similitud estructural, gran
variedad de estudios farmaco-proteina han utilizado la ASB como modelo en lugar
de la ASH.**®'

. Interaccion con sustratos

Como ya se ha indicado anteriormente, las AS presentan gran afinidad por
farmacos, acidos grasos, aminoacidos, metabolitos, etc. En esta tesis doctoral nos
centraremos en su interaccion con farmacos que poseen en su estructura
cromoforos de tipo carbazol (CBZ) o fenotiazina (FTZ).

El estudio de la interacciéon farmaco/AS permite profundizar en la
farmacocinética (biodistribucion, metabolismo, eliminacion) y el efecto
farmacolégico de los farmacos en el organismo. Esta interaccién es generalmente
reversible con unas constantes de asociacion que oscilan entre 10* y 10® M™.3* Es
de tipo electrostatico, por enlaces de hidrégeno, puente salino o fuerza de Van der
Waals. En ocasiones, la interaccion es irreversible, como ocurre con ciertos
metabolitos de tipo glucurc’mido32 o con farmacos que poseen un grupo tiol capaz
de unirse covalentemente al residuo de aminoécido cisteina de la posicién 34.%
Este hecho es importante porque puede alterar el destino metabdlico del farmaco
en cuestion y cambiar las propiedades estructurales y funcionales de la proteina.
Los aductos asi formados podrian causar hipersensibilidad y toxicidad hepatica y
renal aguda.

Aunque las AS poseen varios sitios de unién con sustratos, se acepta la
existencia de dos sitios especificos en ASH, para compuestos organicos
pequefios, denominados por Sudlow sitio | (o sitio de unién de la warfarina) y sitio
I (o sitio de unién del diazepan).®®

El sitio | se encuentra situado en el subdominio A’ y en él las
interacciones predominantes son de tipo hidrofébico.®* Como ejemplo de ligandos
con gran afinidad por el sitio | se pueden citar la warfarina, la indometacina y la

fenilbutazona. ElI hecho de que compuestos grandes como la bilirrubina
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interaccionen con él pone en evidencia que es flexible y de gran tamafio. Los
aminoacidos que tienen mayor relevancia para la interaccion con farmacos son
Trp-214 y Arg-218.

El sitio Il se encuentra ubicado en el subdominio NIA% y las interacciones
que predominan en él son de tipo puente de hidrégeno y electrostaticas.®* Es de

1, por tanto, cabe esperar que se

menor tamafio y menos flexible que el sitio
observen en mayor grado las interacciones estereoselectivas en este sitio de
unién. Un ejemplo clasico es el L-triptéfano, cuya afinidad por el sitio 1l es 100
veces mayor que la del isdbmero D-triptéfano. Los acidos carboxilicos aromaticos
presentan alta afinidad por este sitio. Los aminoacidos Arg-410 y Tyr-411

desempefian un papel importante en la interaccién con Iigandos.57

e Albumina sérica como microrreactor

Se han descrito investigaciones en las que se establecen ventajas de usar
albumina sérica como microrreactor para reacciones fotoquimicas. Asi, se han
estudiado la transposicion de foto-Fries de hidrégenosuccinato- y glutarato de 4-
metoxi-1-naftilo y su correspondiente éster metilico,*® la reaccién Norrish Il en
derivados de avobenzona® y la fotoelectrociclizacion [6n] de N-difenilmetilamina®®

en el interior de proteinas (Figura 1.19).

A

&y

oo oo

Figura 1.19. Esquema de la fotociclizacion de N-difeniimetilamina a N-
metilcarbazol en el interior del microambiente que proporciona el sitio | de union en las

albuminas séricas.
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Las restricciones conformacionales de la proteina pueden proporcionar un
microambiente favorable para optimizar la eficiencia de una reaccién. En el caso
del reordenamiento de foto-Fries, la reaccién mejora en cuanto a su selectividad
con respecto al proceso en disolucidon, reduce el numero de subproductos
indeseables y es facil de seguir por técnicas espectroscépicas.

En el caso del farmaco cinacalcet (CIN) y el acido antracenoacético
(AAAC), la proteina proporciona proteccion del ataque por oxigeno, lo que reduce

los efectos fototoxicos causados por la formacion de oxigeno singlete.‘w’48

1.5.2 o4-Glicoproteina acida

La a4-glicoproteina acida (AGA) es también una proteina transportadora
presente en el plasma e igualmente sintetizada en el higado. Es secretada
principalmente por los hepatocitos, aunque puede ser expresada en tejidos
extrahepaticos, como células endoteliales o macréfagos alveolares y constituye
una de las proteinas de fase aguda mayoritarias,67 de aqui que su concentracion
en suero aumente como respuesta a un dafio de los tejidos sistémico, inflamacién
o infeccion. Se distingue de otras glicoproteinas por el hecho de tener una elevada
solubilidad en agua y en algunos disolventes organicos polares.68

La AGA se encuentra presente en muchas especies de vertebrados y

puede extraerse de humanos (AGAH), bovinos (AGAB), ratas, conejos, etc.

e  Funcién de la a4-glicoproteina &cida

La AGA se encuentra presente en casi todos los tejidos y fluidos biolégicos
como plasma, jugos gastricos, liquido sinovial, etc.®* Su vida media es de
aproximadamente 5 dias y su eliminacion renal es baja.”*"

Aunque su funcién biolégica no esta totalmente definida, se conocen
muchos procesos donde su participacion es importante. Asi, en las células
endoteliales, la AGA es un componente importante de la barrera capilar.74
También puede servir como agente protector de infecciones y contra toxinas, por

union a lecitinas toxicas,”® endotoxinas’™ y lipopolisacaridos bacterianos.”® Inhibe
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la adherencia de la bacteria Micoplasma pneumonia a los macréfagos alveolares,”’

asi como la replicacion del rotavirus SA-Il actuando directamente sobre el virus.”®

La AGA, ademas de estimular a las células mononucleares y los
macrofagos para secretar el factor-o. de necrosis de tumores (TNF- ),”® también
inhibe la apoptosis inducida por TNF de hepatocitos80 y proporciona proteccion
contra otros efectos toxicos de TNF.%' Posee también actividad inmunosupresiva,
demostrada en pacientes con cancer,® que puede deberse a interacciones
electrostaticas entre los grupos acidos sialicos de la AGA y fosfoll'pidos.83

Su principal funcién es como proteina transportadora. Debido a sus
propiedades fisico-quimicas, la AGA se une principalmente a compuestos basicos
0 neutros de origen tanto endégeno como exdgeno, aunque también es capaz de

transportar farmacos acidos.

e  Estructura general de la a4-glicoproteina acida

La AGAH (Figura 1.20) consiste en una cadena polipeptidica de 183
aminoacidos, contiene dos puentes disulfuro y su peso molecular de 44 kDa. Esta
proteina exhibe un alto grado de glicosilacion, aproximadamente el 45 % de su
masa total es debida a carbohidratos® y constituye entre el 1-3 % de proteina
total en sangre. Atendiendo a diferentes pruebas de desplazamiento se podria
decir que AGAH contiene un solo sitio de unién grande y flexible para la mayoria
de compuestos organicos pequefos. Debido fundamentalmente al alto contenido
en acido sidlico (11 %) en su parte carbohidratada esta cargada negativamente,
tiene un pk, de 2.6, y un punto isoeléctrico de 2.7.% Su estructura es conocida ya

que ha sido cristalizada como sal de Pb?" en forma de bipiramide hexagonal.85

-
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Figura 1.20. Estructura de la AGAH.
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Posee 3 residuos de triptéfano (en posiciones 25, 122 y 160), y solo los
dos ultimos estarian implicados en el proceso de unién de ligando. En el caso de
farmacos basicos, el principal aminoacido involucrado es Trp-160, mientras que
con los acidos y neutros intervienen His-97, Tyr-91, Arg-105 y Trp-122.

En el caso de la AGAB el nuimero de aminoacidos que la forman es de
185.% Se trata de una proteina menos glicosilada que su analoga humana ya que
sblo un 26.6 % de su masa total esta formada por carbohidratos.?’ Asimismo,
puesto que el contenido de acido sialico en su parte carbohidratada también es

menor (8.3 %), su punto isoeléctrico aumenta, variando entre 3.2-3.7.%

. Interaccion con sustratos

A pesar de que se han descrito hasta 7 sitios de union en AGAH, sélo uno
de ellos es de alta afinidad y es el que transporta la gran mayoria de moléculas
que interaccionan con ella.?”®® E| resto de sitios son de baja afinidad y su
influencia en la funcién de transporte de sustratos se considera despreciable.

El primer farmaco para el que se describié la union a AGAH fue el
dipiridamol, un inhibidor de agregacion plaquetaria.90 Como ejemplo de farmacos
basicos y neutros se pueden citar el tamoxifen®' y el propranolol.92 Puede
transportar heparina, un anticoagulante natural, neurotransmisores como la
serotonina,”’ o esteroides endogenos como el cortisol.”® También es capaz de unir
moléculas acidas para su transporte, como fenobarbital® o acido retinoico.”

Son escasos los ejemplos de farmacos que se unen a la AGAB. Algunos
de ellos son el antibiético eritromicina® y el antipsicético clorpromazina (CPZ).97 La
AGAB también puede interaccionar con hormonas esteroideas como la
progesterona.”’

Aunque generalmente se asume que en el plasma los farmacos se unen
principalmente a AS, la AGA puede contribuir significativamente a la concentracion
total de farmaco unido a proteinas plasmaticas, especialmente en determinadas
condiciones fisiologicas o patologicas, en la que disminuye la concentraciéon de AS

y aumenta la de AGA, como ocurre en los procesos inflamatorios.
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1.6 Ciclodextrinas

Las ciclodextrinas (CD) son oligosacaridos ciclicos formados por una serie
de 6, 7 u 8 glucopiranosas unidas por enlaces a-(1,4). Se denominan a-CD, p-CD
y y-CD en funcion al n° de unidades de glucosa.®® En general, se obtienen
mediante la degradacion del almidon por hidrolisis enzimatica.”® Fueron
descubiertas a finales del siglo X1X'%° y poseen una cavidad apolar que
proporciona una matriz hidrofobica ideal para la uniéon de determinados huéspedes
(formacion de complejos) y una parte exterior hidrofilica gracias a los grupos
hidroxilo que les permiten el anclaje directo de huéspedes o bien la adhesién de
un grupo funcional que modifique el tipo de anclaje de éstos.™’

En cuanto a las dimensiones de a-CD, B-CD y y-CD, la altura es igual para
las tres, mientras que el numero de glucosas que posee cada una es lo que
determina el diametro interno de la cavidad y su volumen (Figura 1.21). La o-CD
suele complejar preferentemente compuestos de bajo peso molecular o
compuestos con cadenas alifaticas, la B-CD complejos aromaticos y heterociclos y
la y-CD interacciona con moléculas mas grandes como macrociclos y

esteroides.'®

f I
S0 He

Qexteno 146 A 15.4 A
d_ — — < >
intema. 47.53A 6.0-6.5A 7.5-8.3A

Figura 1.21. Estructuras 3D de las ciclodextrinas y sus dimensiones.

La inclusion de sustratos en CDs modifica sus propiedades
fisicoquimicas.103 Por ejemplo, mediante el uso de CDs se puede inicialmente

conseguir un aumento considerable de solubilidad de sustratos insolubles en
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medio acuoso, estabilidad y/o proteccion frente a degradacion por oxidacion, luz
(visible o UV), calor, control de la volatilidad o sublimacion del huésped.'®*"%
También encuentra aplicacién en la separacién cromatografica, modificacion de
sabores u olores por enmascaramiento de estos'?’ y la liberacion controlada de

farmacos.'%1%

. Fotofisica de complejos huésped-CD

Existe un cambio de polaridad del huésped en el interior de la CD con
respecto a la disolucién acuosa. La inclusion del sustrato en la cavidad del
macrociclo produce una restriccion de su libre rotacion. Las interacciones entre el
sustrato y el agua se ven inhibidas, al mismo tiempo que el huésped estd mas
protegido contra agentes desactivantes como el O,. También puede ocurrir que se

favorezca o inhiba la formacion de dimeros,"" )y

112

la transferencia de energia (TE

3 etc.

la transferencia electrénica (Te) “ o la abstraccion de hidrégeno,

El efecto mas comun es el producido por el cambio de polaridad
(solvatocromismo). Consiste en el desplazamiento de la posicion del maximo del
espectro de fluorescencia.'™ Suponiendo que la E del estado fundamental no
varie (lo que no es siempre asi), la polaridad puede modificar la E del primer
estado excitado singlete. Puede ocurrir que AEsi_s aumente, con lo que la
fluorescencia se desplaza hacia el azul o que AEs;_gy) disminuya y se desplaza

hacia el rojo (Figura 1.22).""

A
__S1
TAE(SO'Sﬂ -
A 4 \ 4 S v \I/AE(SO-S1)
0
a b

Figura 1.22. Efectos de la polaridad en la desestabilizacién (a) y estabilizacion (b)

del primer estado excitado singlete.
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En la literatura se encuentra descritos ejemplos de la susceptibilidad del
estado singlete de huéspedes encapsulados en CD;"""8 13 situacion puede ser
extrapolable al estado excitado triplete, donde una restriccion de la movilidad del
sustrato puede dar lugar a un aumento de su tiempo de vida de triplete (¢r) asi
como a un aumento de la sefial de absorcion triplete-triplete (T1—T,).""® Un ejemplo
descrito recientemente muestra que en un complejo de inlcusion y-CD/fulereno

(2:1) (Figura 1.23) las propiedades del estado excitado triplete (determinados

mediante la técnica de fotdlisis de destello laser), son similares a las del fulereno
117

en un disolvente organico (tolueno).

Figura 1.23. Complejo de inclusion y-CD/ fulereno (2:1).

° Fotoguimica de complejos huésped-CD

Una de las aplicaciones mas destacadas de las CDs en fotoquimica es la
del reconocimiento quiral, que consiste en la discriminacion entre los dos
estereoisémeros de una molécula quiral. Esta aplicacion es muy importante en
farmacos quirales, puesto que los efectos de un farmaco pueden ser radicalmente
diferentes dependiendo del enantidmero empleado. El reconocimiento quiral con
CD es posible gracias a la funcionalizacion de éstas con un grupo adecuado para
cada caso. En este ambito son destacables los trabajos en los que se controla la
fotodimerizacion del &cido 2-antracenocarboxilico de manera enantioselectiva'?*"?
o los que estudian la estereodiferenciacion en la reaccion de fotoisomerizacion del

127129y, del ciclooctadieno.™® Ademas, se han realizado investigaciones

ciclooctano
sobre el control enantio o diastereoselectivo para diferentes fotorreacciones en

medio CD como la fotociclacién de éteres alquilicos de la tropolona,131 la
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fotoisomerizacién de difenilciclopropano y sus derivados'™ o la conversion
fotoquimica de a-oxoamidas en derivados [3-Iactama.133

En cuanto a las reacciones fotoquimicas en las que no interviene el
reconocimiento quiral; como las reacciones de foto-Fries y foto-Claisen, se ha
observado que en el interior de las cavidades de CDs tiene lugar cierto grado de

regioselec’[ividad.134'136

1.7 Micelas

Las micelas son agregados supramoleculares constituidos por asociaciéon
de moléculas bipolares (surfactante) que se forma a partir de un valor de
concentracion micelar critica (cmc).

En disolucion acuosa una micela forma un agregado con “cabeza’
hidrofilica en contacto con el agua, mientras que las regiones hidrofébicas o
“colas” se orientan hacia el centro de la micela (Figura 1.24).

A) (h?urif;i)ll%:; B]O?%%%??g?f‘o

o o)
£ 3
& S
n =
pare spor SEFFPRNE

Figura 1.24. A) Molécula de surfactante. B) Esquema de una micela.

En disolventes apolares podemos encontrar micelas inversas, las cuales
tienen grupos con la cabeza en el centro y las colas extendidas hacia fuera.'®

Por lo general, las micelas son esféricas, aunque también pueden ser
elipsoides o cilindricas. Su tamafio y forma son funcién de la geometria molecular
de las moléculas del surfactante y de condiciones tales como la concentracion de
surfactante, temperatura, pH y fuerza idnica.

En algunos trabajos se ha profundizado sobre el comportamiento de los

medios heterogéneos micelares como modelo simple de membrana celular, debido
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a su capacidad para solubilizar tanto sustancias hidréfilas como Iipc’>fi|as.137’138 A

continuacion, se muestra la estructura quimica de dos micelas ampliamente
descritas en la literatura: una anionica (dodecil sulfato sdédico, SDS) y otra

cationica (bromuro de cetiltrimetilamonio, CTAB)."*%™’

Q
- +
/\/\/\/\/\/\o_ﬁ_o Na
(0]
Dodecil sulfato sédico (SDS)

Bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB)
Figura 1.25. Esquema de la estructura quimica de SDS y CTAB.

. Fotoquimica de sistemas huésped-micela

Las condiciones experimentadas en el interior de las micelas han hecho
que sean utilizadas para llevar a cabo reacciones quimicas, analizando el efecto
que la estructura supramolecular tiene sobre estos procesos.m'148 Se han

149150 191192 5 N-alquilaciones' en

estudiado reacciones como hidrdlisis, solvalisis,
las que normalmente la reaccién ha resultado estar mas favorecida en el interior
de las micelas que en disolucién.

El empleo de la luz en reacciones que se llevan a cabo en micelas resulta
ser especialmente interesante ya que en las reacciones térmicas convencionales
la agitacion o la calefaccién pueden destruirlas."™ Por ello las micelas se pueden
emplear como microrreactores de reacciones fotoquimicas. En este contexto,
estan descritas las reacciones de foto-Fries de ésteres naftilo, la rutpura alfa de
sustratos tipo 1-fenil-3-p-tolilpropan-2-ona y las reacciones de Norrish de tipo | y
tipo Il en éteres alquilicos de la benzoina.'”® También se ha abordado el
comportamiento del croméforo benzofenona en presencia de micelas SDS,
mediante fotdlisis de destello laser.’®® En estas condiciones, se ha detectado una

especie transitoria que corresponde al radical benzhidrilo, lo que demuestra que la
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benzofenona abstrae hidrogeno del SDS. Dentro de la micela se ha encontrado
que el grupo carbonilo interactua con el medio acuoso exterior de la micela y los
grupos fenilo quedan orientados hacia el interior."®’

El estudio de la fotoquimica de farmacos como cinacalcet (CIN),
naproxeno (NPX) o el propranolol (PPN) tras encapsulacion en micelas mixtas
(MM, compuestas por fosfolipidos y sales biliares, Figura 1.26) demuestra que
este medio biomimético es capaz de influenciar en la cinética de los estados
excitados y dificultar su desactivacién por especies como yoduro o nitrito con una
constante de velocidad un orden de magnitud inferior a la observada en ausencia
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de micela. ™ También se han encapsulado compuestos que contienen acido célico

o colesterol, sirviendo el microambiente micelar para solubilizar a los mismos, lo

que de otro modo resultaria inviable."®

3&; Lecitina
@~ Sales biliares
&< Colesterol

Figura 1.26. Estructura de una micela mixta (MM).
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Objetivos

El objetivo general de la presente tesis doctoral es el uso de
microambientes para profundizar en los mecanismos de reaccion por los que los
farmacos carprofeno, ciamemazina y clorpromazina producen reacciones
fototdxicas y/o fotoalérgicas en pacientes. Para ello se ha investigado la
fotoquimica y la fotofisica de los citados farmacos y de algunos derivados en
medios biomiméticos (proteinas, ciclodextrinas y micelas). Con ese fin se han

utilizado técnicas espectroscépicas como fotdlisis de destello Iaser y fluorescencia.
Los objetivos concretos de la tesis son los siguientes:

A) Estudiar la fotoquimica del éster metilico del carprofeno (CPFMe, 2-(6-
cloro-9H-carbazol-2-il)propanoato de metilo) en presencia de proteinas
transportadoras (ASB y AGAB), con especial interés en la posible
estereodiferenciacion en la unién fotoquimica covalente a las mismas,
como origen de procesos fotoalérgicos.

B) Profundizar en los procesos fotofisicos que ocurren tras irradiacién de
carprofeno (CPF) con el fin de proponer un mecanismo de reaccion para la
fotodeshalogenacion. Para ello, se han sintetizado diadas
diastereoméricas basadas en dos unidades de CPF unidas
covalentemente.

C) Investigar la fotofisica de los enantiomeros (+) y (-) de ciamemazina
(CMZ) en medios biomiméticos (AGAs, S y »CD, SDS) con el fin de
profundizar en el mecanismo de formacion del fotoproducto responsable
de sus reacciones fototoxicas.

D) Investigar si los metabolitos de la clorpromazina (CPZ) mono vy
didesmetilado (CPZ-MD y CPZ-DD) que mantienen el mismo cromdéforo
también poseen propiedades fototdxicas como el farmaco de partida. Para
ello se determinara su afinidad por proteinas transportadoras y se seguira
los procesos de fotodeshalogenacién y fotooxidacién en estos medios

mediante fotdlisis de destello laser.
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3.1. Introducciéon

Algunos farmacos tienen la capacidad de producir cambios en la
sensibilidad de un sujeto con respecto a la radiacion UV-Vis, bien sea de origen
solar o artificial. Este fendmeno de fotosensibilizacion ocurre cuando el farmaco
fotoexcitado es capaz de interaccionar con componentes celulares del organismo,
especialmente en la piel.1

En ese contexto, el carprofeno (CPF, acido (RS)-2-(6-cloro-9H-carbazol-2-
il)propandico, es un antiinflamatorio no esteroideo (AINES, Figura 3.1) de la familia
de los acidos 2-arilpropidénicos, capaz de producir fotoalergia que se manifiesta
como fotodermatitis por contacto. Los efectos fueron observados tanto en
trabajadores que fabricaban el propio farmaco como en pacientes que se
encontraban bajo tratamiento.>® Ademas, el CPF es un fotosensibilizador exégeno
que combinado con la luz UVA es capaz de producir rupturas simples de las
cadenas de ADN (SB) asi como dimeros ciclobutano pirimidina (CPD) con dosis
donde por si sbélo no es genotdxico ni citotoxico.” A finales de los 90 dejo de
administrarse en humanos por motivos comerciales, ya que su produccion era mas
costosa que la de otros miembros de la familia como el ibuprofeno; afios mas tarde

emergio de nuevo para tratamientos veterinarios, principalmente en perros.

(0]
* COOH
(o]
S,
Qe * COOH Ketoprofeno (KPF) \
COOH
HaCO

H

Naproxeno (NPX) N Acido Tiaprofénico (ATP)

o Cl E
s Carprofeno (CPF) O *"COCH
HOOC™ *
W
**COOH .
Suprofeno (SP) Flurbiprofeno (FBP)

Ibuprofeno (IBU)

Figura 3.1. Estructuras quimicas de algunos farmacos pertenecientes a la familia
AINES.
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En disolucion acuosa, el CPF deshalogena, generando radicales
altamente reactivos capaces de provocar la ruptura fotosensibilizada de las
membranas de los gldbulos rojos; el producto resultante de la deshalogenacion es
el acido (RS)-2-(9H-carbazol-2-il)propandico, (CBZ, Figura 3.2) que a su vez
descarboxila y produce oxigeno singlete.'

Tras encapsulacion en la proteina transportadora ASH, el CPF se une de
modo estereoselectivo a sitio | y sitio Il. Estudios similares con CPFMe no
resultaron concluyentes debido a su baja solubilidad."

Una década después, se estudiaron las cinéticas de desaparicion del
estado excitado triplete de CPF en presencia de ASH mediante fotdlisis de destello
laser. Se encontraron dos tiempos de vida para cada enantidmero: para (R)-
CPF@ASH 8.9 y 40 us y para (S)-CPF@ASH 2.3 y 24 us. En ambos casos el tr
mas corto se asocio al sitio | (donde CPF se desactiva por transferencia
electronica desde el Trp) mientras que el largo se atribuy6 al sitio Il. El grado de
union se determind a partir de los factores preexponenciales del ajuste de la
cinética de desaparicién.12 En diadas modelo CPF-Trp se detectdé que 3CPF" se
desactivaba por transferencia electrénica intramolecular.™

Se estudié también la posible fotounién del CPF a la proteina. La reaccién
se monitorizd a través de los cambios en el espectro de fluorescencia a tiempos
crecientes de irradiacion, valiéndose del hecho que CPF y su fotoproducto CBZ
tienen rendimientos cuanticos de fluorescencia muy distintos (0.067 y 0.431,
respectivamente).”

Tras eliminaciéon de productos y reactivos no unidos covalentemente a la
proteina por tratamiento con cloruro de guanidinio (GndCl) y filtrado con sephadex,
el espectro de fluorescencia evidencié la formacion de un fotoaducto. Ello apunta

al papel relevante del CPF en un proceso fotoalérgico.m'14

Los enantiomeros (R)- y
(S)-CPF mostraron un comportamiento diferente indicando estereodiferenciacion
en la fotounion.

En este capitulo se ha estudiado la fotoquimica del éster metilico del
caprofeno (CPFMe, Figura 3.2) que puede considerarse un profarmaco de CPF

(como ocurre con FBPMe'>'® y NPXMe'""), en presencia de ASB y AGAB.
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CPFMe
H
N
COOH O O *'COOCH;
CBZMe

Figura 3.2. Estructuras quimicas del farmaco CPF, su fotoproducto CBZ, el

profarmaco CPFMe y su fotoproducto CBZMe.

3.2 Resultados y discusion

3.2.1 Sintesis de (R)-y (S)-CPFMe

La sintesis de CPFMe racémico y su caracterizacién espectroscopica se
ha llevado acabo anteriormente.”® Sin embargo, los enantidmeros puros de
CPFMe nunca han sido descritos o estudiados de forma aislada. Para su
obtencion, en primer lugar (R)- y (S)-CPF fueron separados de la mezcla racémica
de CPF comercial por HPLC como se describe en la parte experimental de este
capitulo. A continuacion, se sintetizé el éster metilico de cada enantiémero, (R)-y
(S)-CPFMe por tratamiento con metanol y usando acido sulfurico como catalizador
(Figura 3.3).18

* "COOH MeOH / HZSO4

O O 12h reflujo O O

Cl (R)-o(S)-CPF Cl' (R)- o (S)-CPFMe
cuant.

Figura 3.3. Sintesis de (R)- y (S)-CPFMe.
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3.2.2 Comportamiento fotofisico de complejos
CPFMe@proteina

Antes de abordar los estudios fotofisicos en proteina se intentd
caracterizar el comportamiento del CPFMe en PBS. Sin embargo, ello no fue
posible por problemas de solubilidad en medio acuoso, por lo que se utilizd
acetonitrilo como disolvente en lugar de PBS. Como era de esperar, los espectros
de absorcion de los dos enantiomeros resultaron ser idénticos, con maximos a
239, 299, 330 y 343 nm (Figura 3.4).

1.5
—— (R)-CPFMe / MeCN
—— (S)-CPFMe / MeCN

1.0

Absorbancia

0.5+

0.0

T T T T T N
250 300 350 400
A/ nm

Figura 3.4. Espectros de absorcion de (R)- y (S)-CPFMe, [CPFMe] = 3.3 x 10° M

en acetonitrilo/aire.

Los espectros de absorcion de (R)- y (S)-CPFMe en presencia de
albumina sérica bovina (ASB) mostraron un ligero desplazamiento batocrémico de
las bandas, que presentaron maximos a 300, 332 y 346 nm (Figura 3.5). El
enantiomero (S)-CPFMe presenté menor afinidad por ASB, como indica la menor

absorcion observada en la zona de 300 nm.
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1.0
—— (R)-CPFMe@ASB (1:3)
—— (S)-CPFMe@ASB (1:3)
——ASB
©
[&]
c
S 054
IS]
3
<
0.0 T T T T T T T
300 325 350 375
A/ nm

Figura 3.5. Espectros de absorcion de (R)- y (S)-CPFMe, ([CPFMe] = 3.3 x 10° M)

en presencia de tres equivalentes de ASB. Disolvente: PBS.

En presencia de a4-glicoproteina acida bovina (AGAB) se observo también
un ligero desplazamiento de las bandas, con maximos a 300, 334 y 348 nm
(Figura 3.6). En esta ocasién la absorbancia de (R)- y (S)-CPFMe fue similar,

indicando afinidad similar por esta proteina.

1.0
—— (R)-CPFMe@AGAB (1:2)
— (S)-CPFMe@AGAB (1:2)
—— AGAB
o
o
c
g 0.5
I}
[%2]
Q
<
0.0 T T T T T T
300 325 350 375
A/ nm

Figura 3.6. Espectros de absorcion de (R)- y (S)-CPFMe, ([CPFMe] = 3.3 x 10° M)

en presencia de dos equivalentes de AGAB. Disolvente: PBS.
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La fluorescencia en estado estacionario de (R)- y (S)-CPFMe en MeCN

mostré dos maximos a 355 y 370 nm (Figura 3.7).

300+ — (R)-CPFMe / MeCN

—— (5)-CPFMe / MeCN

cu'

S 200-

he]

©

o

[72)

S

£ 100-

0 T T T
350 400 450 500

Al nm

Figura 3.7. Espectros de fluorescencia (Aexc = 320 nm) de (R)- y (S)-CPFMe,
(ICPFMe]= 3.3 x 10”° M) en MeCN/aire.

En presencia de ASB, los maximos se desplazaron ligeramente hacia
longitudes de onda mayores (359 y 371 nm). La menor afinidad de (S)-CPFMe por
ASB observada en los espectros de absorcidn se traduce en una menor emision,

ya que la parte no complejada que permanece en PBS no se encuentra disuelta y

por tanto no emite (Figura 3.8).

200+ — (R-CPFMe@ASB (1:3)
—— (5)-CPFMe@ASB (1:3)
& 150
=)
°
3
S 100-
c
5
£
50
0

350 400 450 500

A/ nm

Figura 3.8. Espectros de fluorescencia (Aexc = 320 nm) de (R)- y (S)-CPFMe,
([ICPFMe]= 3.3 x 10° M) en presencia de tres equivalentes de ASB. Disolvente: PBS.
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En cambio, en AGAB ambos enantidmeros mostraron espectros de

fluorescencia similares con maximos de emisién a 360 y 375 nm (Figura 3.9).

160 —— (R)-CPFMe@AGAB (1:2)

—— (S)-CPFMe@AGAB (1:2)

T 1204
3
©
©
2 80
C
[0}
IS
40
0 . ; .
350 400 450 500
A/ nm

Figura 3.9. Espectros de fluorescencia (Aexc = 320 nm) de (R)- y (S)-CPFMe,
([CPFMe]= 3.3 x 10° M) en presencia de dos equivalentes de AGAB. Disolvente: PBS.

Ademas se realizaron medidas de tiempo de vida de fluorescencia para

(R)- y (S)-CPFMe@AGAB (1:2) (Figura 3.10).

1.0 4

Blanco
—— (R)-CPFMe@AGAB (1:2)
— (S)-CPFMe@AGAB (1:2)

0.8

0.6

0.4+

Intensidad normalizada

0.2

0.0

=
6
t/ns

Figura 3.10. Cinéticas de desaparicién del estado excitado singlete para los
complejos (R)- y (S)-CPFMe@AGAB (1:2) (hexc = 340 nm, aire). [CPFMe]= 3.3 x 10° M.
Disolvente: PBS.
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Los t¢ obtenidos tras excitacion a 340 nm (donde solo absorbe CPFMe)
fueron idénticos para ambos complejos, no se observé estereodiferenciacion. El
valor preciso de los tiempos no se pudo determinar debido a estar dentro del error
experimental de la lampara.

En los experimentos de fotodlisis de destello laser (FDL), el espectro de
absorcion transitoria fue registrado nuevamente en MeCN (Figura 3.11) por
problemas de solubilidad. EI compuesto mostré una banda de absorcion con

maximo a 430 nm, asignado al estado excitado triplete.

0.3
—u—CPFMe/MeCN, N,
VA
0.2 /N
[ ] '\.
I/ i\.
\I |
3 0.1 / .\'\ -
. /I gy ll\.ﬁ o /.F\.
N
n
| |
0.0
./ T T T T
400 500 600 700

A/ nm

Figura 3.11. Espectro de absorcion transitoria de [CPFMe]= 4 x 10 M en MeCN/N,

(Aexc = 308 nm) registrado 1 us después del pulso del Iaser.

El ajuste monoexponencial de la cinética de desaparicion permitié

determinar un tiempo de vida del estado excitado triplete de 3.2 ps (Figura 3.12).
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1.0

—— CPFMe / MeCN, N
084 C e / MeCN, A
0.6

0.4

AA normalizada

0.2

o.o-\ﬂ

t/us
Figura 3.12. Cinética de desaparicion de la sefial a 430 nm (Aexe = 308 nm) para
[CPFMe] = 4 x 10° M en MeCN/N,.

En presencia de proteinas se produce un desplazamiento de la banda
hacia A mayores (respecto a MeCN), por lo que se puede utilizar una Ae, de 355
nm.

A continuacién se investigé el comportamiento de (R)- y (S)-CPFMe en
ASB. Las cinéticas de desaparicion de (R)-CPFMe@ASB y (S)-CPFMe@ASB a
relacién molar 1:3 ([CPFMe] = 3.3 x 10 M), se obtuvieron excitando a 355 nm y

monitorizando a 430 nm en atmésfera de nitrégeno (Figura 3.13).

1.0+
—— (R)-CPFMe@ASB (1:3) N,

0.8+ —— (R)-CPFMe@ASB (1:3) aire
| L —— (S)-CPFMe@ASB (1:3) N,
0.6 | I ——— (S)-CPFMe@ASB (1:3) aire

J?k‘ ‘r"

0.4 *’P J‘
o] iy

2] ‘H. | VIR ‘"U“ ol
N 4 kit '3“" M‘ ! H .\\‘ﬁ“th \“Q“!'M‘J"\\“*ﬁ‘»‘,‘wf?\'\d '*“I?“"““i il

0 20 40 60 80
t/ps

\“

AA normalizada

Figura 3.13. Cinéticas de desaparicion de la sefial a 430 nm (Aexc = 355 nm) en aire

y Nz para (R)- y (S)-CPFMe en presencia de ASB (1:3) de relacion molar. Disolvente: PBS.
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En cada caso, para obtener 1t fue necesaria una ecuacion con dos
términos monoexponeciales, indicando dos sitios de unién en ASB, uno corto que
se asoci6 al sitio | por ser donde se encuentra el residuo de Trp y por tanto se
produce transferencia electronica y otro largo asignado al sitio Il (valores en Tabla
3.1) como sucedio en el caso de CPF."? Se observé una desactivacion similar por
oxigeno, para los dos sitios de unidon y en ambos enantidmeros, por lo que no se

detectd estereodiferenciacion entre las cinéticas en presencia de ASB.

Tabla 3.1. Tiempos de vida de triplete para (R)- y (S)-CPFMe en presencia de ASB

(1:3) de relaciéon molar, en atmosfera de nitrégeno vy aire.

T (us) / No 1ty (us)/ Ny | 7 (us) / aire 7, (us)/ aire
(R)-CPFMe@ASB (1:3) 24 20.8 0.7 9.7
(S)-CPFMe@ASB (1:3) 2.0 21.4 0.8 11.0

Tly Tl (en sitio | y Il de la ASB respectivamente)

Se realizaron experimentos similares en AGAB. En el espectro de
absorcion transitoria de (R)-CPFMe@AGAB (1:2) en aire, se observa una banda
ancha entre 300 y 600 nm con maximo a 430 nm, asignado a *CPFMe’ (Figura
3.14).

(R)-CPMe@AGAB (1:2) / Aire

—a—0.2us
—e—5us
—4—15us

0.9+

—v—30pus

< 061
<
0.34
0.0 : : — >
400 500 600 700
Al nm

Figura 3.14. Espectros de absorcion transitoria de (R)-CPFMe en presencia de dos
equivalentes de AGAB (Aexc = 355 nm, aire). Disolvente: PBS.
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Las cinéticas a 430 nm y a 530 nm resultaron coincidentes (Figura 3.15),
lo que indicé que se trataba de la misma especie transitoria, y se ajustaron con

una funcién monoexponencial, 1o que indicé un unico sitio de union.

1.0
i —430 nm
0.8 ‘ — 530 nm
© ‘ I
T 0.6+ V f
N ¥
©
E 04- |
8 I ““,‘\l‘
S 02 i/ "
'”“'M’l I i ‘ |
R AR e
O-O‘M | | ol
0 20 40 60 80

t/us

Figura 3.15. Cinéticas de desaparicion monitorizadas a A = 430 y 530 nm para (R)-
CPFMe@AGAB (1:2) a dexc = 355 nm. Disolvente: PBS.

Se observo estereodiferenciacion en las cinéticas de desaparicion de (R)-
CPFMe@AGAB y (S)-CPFMe@AGAB (1:2) (ICPFMe] = 3.3 x 10* M) tanto en
atmésfera aerébica como en nitrégeno (Figura 3.16); el menor valor de t7 para el
(S)-CPFMe puede deberse a que se encuentre mas proximo a Trp que (R)-CPFMe
y por transferencia electrénica se produzca una desactivacion mas eficiente

(valores en Tabla 3.2).
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—— (R-CPFMe@AGAB (1:2) N,
1.0+ — (R)-CPFMe@AGAB (1:2) aire
] —— (S)-CPFMe@AGAB (1:2) N,
0.8 —— (S)-CPFMe@AGAB (1:2) aire
©
el
(]
N 0.6
©
£ |
2 041
<
! |
0.2
ool T T T T T T T 1
0 20 40 60 80
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Figura 3.16. Cinéticas de desaparicion de la sefial a 430 nm (Aexc = 355 nm) en aire
y nitrégeno para (R)- y (S)-CPFMe@AGAB (1:2). Disolvente: PBS.

Tabla 3.2. Tiempos de vida de triplete para los enantidmeros (R)- y (S)-CPFMe en

presencia de AGAB (1:2) de relaciéon molar, en atmoésfera de nitrégeno vy aire.

Ty (us) / No | 1y (us) / aire

(R)-CPMe@AGAB (1:2) 243.0 17.8
(S)-CPMe@AGAB (1:2) 71.5 13.0
Ty (unido a AGAB)

3.2.3 Irradiaciones en medio proteico

Puesto que la complejacion en ASB no era cuantitativa, la fotoquimica de
(R)- y (S)-CPFMe se investigd unicamente en AGAB. Asi, (R)-y (S)-CPFMe se
irradiaron a Ay = 320 nm en presencia de AGAB (1:2) y se compararon sus

espectros de fluorescencia a 0 y 15 minutos de irradiacion (Figura 3.17).
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250 - —— (R)-CPFMe@AGAB (1:2), 0 min hv
— (S)-CPFMe@AGAB (1:2), 0 min hv
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Figura 3.17. Espectros de fluorescencia de (R)- y (S)-CPFMe en presencia de
AGAB (2 eq.) antes y después de ser irradiados. [CPFMe] = 3.3 X 10° M y Aexo = 320 nm.
Disolvente: PBS.

En AGAB, la emision inicial correspondiente a CPFMe aument6é de modo
significativo tras 15 minutos de irradiacién, ya que el fotoproducto formado
(CBZMe) tiene un ¢ mayor y no presenta estructura fina. Posteriormente, para
comprobar si se habia producido unién covalente a la proteina, se llevé a cabo un
tratamiento con GndCl 6M vy posterior filtrado con sephadex (Parte experimental).
Ello permitié eliminar las especies no unidas covalentemente a la proteina. En
paralelo, muestras de CPFMe@AGAB no irradiadas se sometieron a este mismo
tratamiento, y como era de esperar no mostraron emision, lo que confirmé que el
proceso permite la eliminacion completa de los cromdéforos no unidos

covalentemente (Figura 3.18).

59



Capitulo 3. Estereodiferenciacion en la union covalente de CPFMe a proteinas inducida por luz

160
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Figura 3.18. Espectros de fluorescencia de (R)- y (S)-CPFMe en presencia de

AGAB (2 eq.) no irradiados antes y después de tratamiento con GndCl y filtrado a través de

sephadex. [CPFMe] = 3.3 x 10° M Y Aexc = 320 nm. Disolvente: PBS.

En el caso de (R)- y (S)-CPFMe@AGAB (1:2), irradiados 15 minutos y

tratados con GndCl y sephadex, las muestras mostraron una fluorescencia sin

estructura fina (Figura 3.19).
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Figura 3.19. Espectros de fluorescencia (R)- y (S)-CPFMe en presencia de AGAB
(2 eq.) tras 15 min de irradiacion, tratados con GndCl y filtrados a través de sephadex.

[CPFMe] = 3.3 x 10°M Y Aexc = 320 nm. Disolvente: PBS.
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Es decir, (S)-CPFMe se une en mayor grado a AGAB. Como Ila
deshalogenacion implica la participacion del estado excitado triplete que por
transferencia electronica da lugar al correspondiente radical, ello estaria de
acuerdo con los resultados de FDL, donde con el menor tiempo de vida de triplete
del enantiomero (S)-CPFMe indica que esta mas cerca del triptéfano; por tanto su
fotoproducto (S)-CBZMe se une en mayor extension a la proteina que en el caso
de (R)-CBZMe. Asi pues, la proteina y concretamente el residuo de Trp llevaria a

cabo el papel de dador de electrones como explica el siguiente mecanismo:

CPFMe + Trp(AGAB) ——> 3CPFMe* + Trp(AGAB) —> CPFMe* + Trp**(AGAB)

CPFMe —25 CBZMe* =285 CBZMe-AGAB

3.3 Conclusiones

Se ha investigado el comportamiento fotofisico y fotoquimico de (R)- y (S)-
CPFMe en presencia de ASB y AGAB. En ASB, para cada enantiomero, la
presencia de dos términos monoexponenciales en el ajuste de la desaparicién del
triplete se asocia con la complejacién del profarmaco en los dos sitios de unién de
la proteina. El tiempo de vida menor se asocia al sitio |, teniendo en cuenta que
CPFMe se desactiva por el Trp presente en ese sitio de la proteina por
transferencia electrénica mientras que CPFMe en el sitio Il presentd un valor de 7
mayor. No se observé estereodiferenciacion. En AGAB, los experimentos de FDL
revelaron estereodiferenciacion. La diferencia fue mas acusada en atmosfera de
nitrégeno que en aire, con el complejo (S)-CPFMe@AGAB (1:2) con tr menor.

De los experimentos de fotdlisis en estado estacionario de (R)- y (S)-
CPFMe en AGAB (1:2) se observé que hubo unién covalente tras 15 minutos de
irradiaciéon a Ay = 320 nm, siendo mayor el grado de fotounién para (S)-CBZMe.
Ello apunta a que el enantiémero (S) se encuentra mas cercano al residuo de Trp

en la cavidad de la proteina AGAB y se relaciona con su menor valor de 1.
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3.4 Procedimiento experimental
3.4.1 Reactivos y disolventes

Carprofeno racémico (CPF, acido (RS)-2-(6-cloro-9H-carbazol-2-il)
propandico), ASB, AGAB y cloruro de guanidinio fueron adquiridos
comercialmente. Metanol y acido sulfurico fueron de grado analitico; otros
disolventes (acetonitrilo, metil tert-butiléter, acetato de etilo y acido acético) fueron
grado HPLC. Las disoluciones de PBS (0.01 M, pH = 7.4) fueron preparadas
disolviendo las pastillas comerciales en la cantidad apropiada de agua
desionizada. Las columnas para filtrado por tamafio G-25 Sephadex (PD10) fueron

adquiridas comercialmente.

3.4.2 Obtenciéon de (R)-y (S)-CPFMe

En primer lugar, los enantidmeros (R)- y (S)-CPF se separaron de una
mezcla racémica 1.8 M en metil tert-butiléter mediante HPLC (columna
semipreparativa Kromasil 100-TBB, fase movil hexano/metil tert-butiléter/acido
acético 45:55:0.1, v/v/v y flujo 2.2 mL/min).

Posteriormente, a una suspension de (R)- o (S)-CPF puros (50 mg, 0.18
mmol) en MeOH (5 mL) se afadieron 5 gotas de H,SO,. La mezcla se dej6 en
agitacion toda la noche a temperatura ambiente. Tras evaporar el MeOH, el
residuo se recogié en AcOEt y se hicieron lavados con NaHCO; (3 x 20 mL) y
salmuera (10 mL). La fase organica se sec6 sobre MgSO, anhidro y se evaporo el
disolvente hasta la obtencion cuantitativa de los deseados ésteres (R)- o (S)-

CPFMe, solidos blancos con un rendimiento del 95%.

3.4.3 Medidas de absorcion

Los experimentos se realizaron en celdas de cuarzo de dimensiones 10
mm x 10 mm con capacidad maxima de 4 mL, a 22°C. La concentracién de (R)- y

(S)-CPFMe fue de 3.3 x 10° M para posteriores medidas en fluorescencia y de 3.3

62



Capitulo 3. Estereodiferenciacion en la unidon covalente de CPFMe a proteinas inducida por luz

x 10" M para medir con FDL. Los equipos empleados se describen en el capitulo

de instrumentacion.

3.4.4 Medidas de fluorescencia

Los experimentos se realizaron en celdas de cuarzo de dimensiones 10
mm x 10 mm con capacidad maxima de 4 mL, a 22°C y en atmosfera aerdbica. La
concentracién de (R)- y (S)-CPFMe fue de 3.3 x 10° M a la longitud de onda de
excitacion (Aexe = 320 nm). Los equipos empleados se describen en el capitulo de

instrumentacion.

3.4.5 Medidas de fotolisis de destello laser

Las medidas de FDL se realizaron a temperatura ambiente y la
absorbancia de las muestras se fijé a 0.3 a la longitud de onda de excitacion del
laser (355 nm). La potencia de trabajo fue de 15 mJ por pulso. Se utilizaron celdas
de cuarzo de dimensiones 10 x 10 mm? y 4 mL de capacidad maxima. Las
cinéticas de desaparicion se monitorizaron a 430 nm. El 11 de CPFMe en ASB y
AGAB se determind por ajuste a una ecuacion biexponencial (Ecuacién 3.1) y

monoexponencial (Ecuacion 3.2) respectivamente.

AA=AA, + A" + A e’ (Ecuacién 3.1)
AA=AA, + Aue(t/f“) (Ecuacién 3.2)

3.4.6 Irradiacion de CPFMe@proteina

Las disoluciones de (R)- y (S)-CPFMe de concentracién 3.3 x 10° M en
presencia de proteina se irradiaron a través de cuarzo con luz monocromatica de
320 nm. El curso de las reacciones fue monitorizado por los cambios en los

espectros de emision.
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3.4.7 Tratamiento con GndCl y filtrado sephadex

A 3 mL de disolucion de (R)- o (S)-CPFMe en PBS en presencia de AGAB
(2 eq.) se anadieron 1.72 g de GndCl 6 M, con el fin de causar la desnaturalizacion
de la proteina. Posteriormente, la mezcla se filtré mediante una columna P-10 de
Sephadex. En primer lugar, se hizo pasar PBS (25 mL), y tras enrasar se
anadieron 2.5 mL de la mezcla CPFMe@AGAB GndCl. Tras enrasar, se eluyo
con 3.5 mL de PBS. De la muestra final se midié su absorciéon y su emision. Para
corregir la dilucién que sucede al seguir el protocolo, se realizé el experimento
directamente con AGAB sin sustrato y se obtuvo un factor entre la absorbancia

antes de filtrar y después, que fue aplicado a cada experimento.
3.4.8 Caracterizacion espectroscoépica de (R)-y (S)-CPFMe

Espectro de absorcion UV L;/nm (log €): 239 (4.7), 299 (4.3), 330 (3.6)
y 343 (3.5).

Espectro RMN-'H de (R)-CPFMe (400 MHz, CDCl,) (5, ppm): 8.07 (s, 1H),
8.00 — 7.97 (m, 1H), 7.95 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.38 — 7.30 (m, 3H), 7.18 (dd, J = 8.1,
1.5 Hz, 1H), 3.91 —3.86 (m, 1H), 3.68 (s, 3H), 1.59 (d, J = 7.2 Hz, 3H); RMN-"*C
(100 MHz, CDCl,) (8, ppm): 175.3, 140.5, 139.5, 138.2, 126.0, 125.2, 124.5, 121.8,
120. 8, 120.1, 119.8, 111.7, 109.7, 52.3, 46.0, 19.1; Masa exacta calculada para
C1H1sNO,>°Cl : 286.0635 ([M -H]"); encontrada 286.0632.

Espectro RMN-'H de (S)-CPFMe (400 MHz, CDCl3) (5, ppm): 8.10 (s, 1H),
7.99 - 7.97 (m, 1H), 7.94 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.38 — 7.29 (m, 3H), 7.18 (dd, J = 8.1,
1.5 Hz, 1H), 3.93 — 3.85 (m, 1H), 3.69 (s, 3H), 1.59 (d, J = 7.2 Hz, 3H); RMN-"*C
(100 MHz, CDCl3) (8, ppm): 175.4, 140.5, 139.4, 138.2, 126.0, 125.1, 124.5, 121.8,
120.8, 120.1, 119.8, 111.7, 109.7, 52.3, 46.0, 19.1; Masa exacta calculada para
C1H1sNO,>°Cl : 286.0635 ([M -H]"); encontrada 286.0639.
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3.4.9 Espectros RMN-'Hy -"*C

Espectros de RMN-"'H y -"°C de (R)-CPFMe (CDCls)

S5 ppm
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Espectros de RMN-"'H y -"°C de (S)-CPFMe (CDCls)
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4.1 Introduccién

En relacion con la fotodeshalogenacion de CPFMe descrita en el capitulo
anterior, se han propuesto una variedad de mecanismos para la
fotodeshalogenacion de los haluros de arilo,™ con especial atencién al proceso de
descloracion reductiva.>® En el caso de cloroaromaticos, se asume que la reaccion
tiene lugar desde el estado excitado triplete, aunque a menudo la energia de éste
estado excitado es insuficiente para promover una ruptura C-Cl homolitica que
daria lugar a radicales arilo y atomos de cloro.>*' En este contexto, se ha
propuesto la formacion de excimeros triplete que estarian involucrados en el
mecanismo como un modo de salvar la termodinamica desfavorable de este
paso.3’4’6’”’12 Sin embargo, no existe una clara prueba experimental que apoye
esta hipotesis, en la que habria una relaciéon directa entre el “self-quenching” de
los estados excitados triplete observados y la reactividad. Una posible estrategia
para obtener evidencias al respecto seria el uso de diadas que contienen dos
subunidades idénticas de cloroaromaticos unidos covalentemente por un
espaciador. En nuestro caso, el mecanismo propuesto en presencia de proteina
(Capitulo 3, p.61) implica que CPFMe deshalogena desde el anién radical formado
tras transferencia electronica del Trp. Una diada CPF-CPF permitiria investigar la
implicacion del estado excitado triplete y la transferencia electrénica entre dos
unidades de CPFMe.

Se sintetizaron las diadas diastereoméricas (S,R)-1 y (R,R)-1 (Figura 4.1).
La fotoquimica del CPF se haya descrita en literatura, y en ella se apunta a que la
deshalogenacion reductiva ocurre desde un estado excitado triplete que es
detectable.”" En este capitulo se ha estudiado la fotoquimica y fotofisica de
(S,R)-1 y (R,R)-1 y se han comparado los resultados con los obtenidos para
CPFMe (Figura 4.1).
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0)

(R)

H O 8 (0] O H

O HN O Cl COOCH3
Cl

cl

(SR)-y (RR)-1 CPFMe
Figura 4.1. Estructuras quimicas de las diadas diastereoméricas 1 y de CPFMe.

4.2 Resultados y discusién

4.2.1 Sintesis de los sustratos

En primer lugar se separaron (S)- y (R)-CPF de la mezcla racémica del
farmaco comercial por HPLC. A continuacioén, (S)- y (R)-CPF se redujeron por
tratamiento con LiAlH, a los correspondientes alcoholes, para luego hacerlos
reaccionar con (R)-CPF y obtener los ésteres (S,R)-1 y (R,R)-1 (Figura 4.2) todo

ello detallado en el procedimiento experimental de este capitulo.

H H
N LiAIH, N
_—
O O “COOH  Et,0 O O T\—OH
Cl 1hreflujo ()
(S)- o (R)-CPF (S)- 0 (R)-CPFOH cuant.
H N
N H R O
O O + (RcpF —DCC:DMAP N O 0
“N—OH Et,0, 12h, Tamp HN O Cl
cl
(S)- 0 (R)-CPFOH al (SR 72%
(RR-1 65%

Figura 4.2. Sintesis de (S,R)-1y (R,R)-1.
4.2.2 Reactividad fotoquimica

Para estudiar la cinética de la fotoreaccion de los compuestos (S,R)- y
(R,R)-1, éstos se disolvieron en MeCN (10 M) y se irradiaron en un fotorreactor

multildmpara (Anax = 300 nm) en atmésfera de N,. El curso de la reaccion fue
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seguido por HPLC (fase reversa, MeCN/H,O 80:20 v/v como eluyente). Los
cromatogramas de los crudos de irradiacion obtenidos a distintos tiempos se

muestran en la Figura 4.3.

A

tier / min
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3
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8 10 12 14 16 18 20
t. / min
B
tier / min
0
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10
15

8 10 12 14 16 18 20
tR/min

Figura 4.3. Cromatogramas obtenidos durante la irradiacion (Amax = 300 nm,
MeCN/N2, 10* M) a (S,R)-1 (A) y (R,R)-1 (B).

El producto de partida (tx = 18 min) reaccioné hasta que desaparecié por
completo tras 15 minutos de irradiacion. A tiempos cortos de irradiacion aparecio
un primer fotoproducto (tx = 13.5 min), que fue consumido completamente tras
irradiacion prolongada. Esto fue acompafiado con la formacion de un segundo
fotoproducto (tr = 9 min), que apareci6 a tiempos mayores que el primer
fotoproducto y que permanecié como el unico componente final de la irradiacion
en ambos casos. Se observo también que la velocidad de reaccion de (R,R)-1 fue

mayor que para (S,R)-1. Los compuestos con tg = 13.5 y 9 min fueron aislados y
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caracterizados completamente como se detalla en la parte experimental. El valor
de MH" encontrado para el ion molecular del primero fue 481 uma, lo que apunta a
una monodeshalogenacién reductiva de (S,R)- y (R,R)-1. En principio, la
sustitucion de Cl por H puede ocurrir en cualquiera de los anillos de carbazol, por
lo que pueden formarse dos regioisomeros diferentes con patrones
espectroscopicos similares. La estructura quimica de este fotoproducto fue
asignada inequivocamente como (S,R)- y (R,R)-2, ya que tras metandlisis acida se

detectd la masa correspondiente al CPFMe (M** = 287 uma) (Figura 4.4).

OH
R) MeOH:HCI 1M
9:1 (viv) 3 O cl
HN refIUJo 12h 0 R) O
/ 0 ”
(S,R)-0 (RR)-2
(R)-CPFMe

Figura 4.4. Esquema de la metandlisis acida de (S,R)- o (R,R)-2.

Igualmente, la estructura quimica del fotoproducto con tg = 9 min fue
asignada como (S,R)-3 (Figura 4.5) basandose en su EM (MH" = 447 uma) y datos
de RMN.

(S,R)-y (RR)-3

Figura 4.5. Estructura quimica de las diadas diastereoméricas 3.

Por tanto, (S,R)- y (R,R)-2 resultan de una deshalogenacion inicial y son
formados y consumidos durante el curso de la reaccion, mientras que (S,R)- y
(R,R)-3 son el resultado de una doble deshalogenacion y se obtienen a partir de

(S,R)- y (R,R)-2, ya que la fotdlisis directa de (S,R)-2 bajo las mismas condiciones
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dio lugar a (S,R)-3 de modo cuantitativo (Figura 4.6). El fotoproducto 3 resulté ser
fotoestable.

Figura 4.6. Cromatogramas obtenidos durante la irradiacion (Amax = 300 nm,
MeCN/N,, 10 M) de (S,R)-2

En la siguiente Figura 4.7 se recoge el proceso de la fotorreaccion:

o
R) O T® O
O O HN O HN O al

(S,R)-0 (RR)1 (S,R)»-0 (RR)-2

hv
HN

(SR-0(RR)-3
Figura 4.7. Curso de la irradiacién de (S,R)- y (R,R)-1.

Como referencia se irradi6 CPFMe bajo las mismas condiciones,

obteniéndose CBZMe como unico fotoproducto (Figura 4.8).

H H
N hv (max = 300 nm) N
_ =
O O =0 MeCN/N, O O "0
cl o 0
CPFMe CBZMe
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Figura 4.8. Irradiacion de CPFMe.

A continuacion, se investigaron las cinéticas de deshalogenacién de 1, 2y
CPFMe a baja concentracion (absorbancia de las muestras 0.3), usando luz
monocromatica (Aex = 300 nm) hasta conversiones menores al 25%. La

distribucion de productos a diferentes tiempos se muestra en la Tabla 4.1.

(S,R)-1° (R,R)-1°
ts) | (SSR1  (SRR-2 (SR-3 | RR-1 (RR)-2 (RR)3
30 96 4 - 95 5 -
60 95 5 - 93 7 -
280 83 14 3 85 13 2
400 76 19 5 78 19 3
(S,R)-2° (R,R)-2° CPFMe®
ts) | (SSR-2 (SR)}3 | (RR-2 (RR)-3 | CPFMe CBZMe
30 98 2 08 2 > 99 <1
60 93 7 94 6 > 99 <1
280 80 20 84 16 97 3
400 77 23 81 19 96 4

a — . b -
Amuestras - 03, Amuestras =0.1.

Tabla 4.1. Distribucion de productos tras la irradiacion monocromatica de 1, 2 y
CPFMe a diferentes tiempos (Aexc = 300 nm, MeCN/Ny)

Para la degradacion de 1, el proceso se siguié por HPLC mientras que
para 2 y CPFMe los cambios en fluorescencia asociados a la reaccion de
deshalogenacion (aumento y desplazamiento de la banda) permitieron seguir el
progreso de irradiacion directamente por registro de la fluorescencia de los crudos
de irradiacion.

Los cambios observados en el espectro de fluorescencia durante el curso
de la fotoreaccion para (S,R)-2 se muestran en la Figura 4.9A. Una representacion
similar para CPFMe se muestra en la Figura 4.9B. La fotorreactividad también fue
examinada en un disolvente de menor polaridad como THF. En la Figura 4.9C se
representa una comparacion entre la cinética de deshalogenacion para (S,R)-2 y
CPFMe en MeCN y THF.
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Figura 4.9. A: Espectros de fluorescencia obtenidos para (S,R)-2 tras irradiacién
monocromatica a diferentes tiempos (Aexc = 300 nm) en MeCN/N2 y THF (Figura interior); B:
lo mismo para CPFMe; C: Porcentaje de deshalogenacion para (S,R)-2 y CPFMe en MeCN
y THF.
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A partir de la Figura 4.9C se puede observar que las diadas 1 y 2 son
mucho mas reactivas que CPFMe, lo que estaria de acuerdo con un mecanismo
implicando “self-quenching” que resulta favorecido en sistemas en los que el
proceso es intramolecular. Ademas, el hecho de que la fotodeshalogenacion
ocurra en mucha menor extension en THF apoya un mecanismo de transferencia
electrénica en el cual hay especies con carga implicadas. Por otra parte, no se

observé una estereodiferenciacion significativa entre las diadas.

4.2.3 Comportamiento fotofisico

En primer lugar, se registraron los espectros de absorcién UVA-UVB de 1,
2, 3, CPFMe y CBZMe (Figura 4.10) en MeCN a la misma concentracion (2 x 10°
M).

0.6

0.4 1

Absorbancia

0.2

0.0 . T T T T T
280 300 320 340
A/ nm

1
360

Figura 4.10. Espectros de absorcion UVA-UVB de las diadas 1-3, CPFMe y
CBZMe concentracion 2 x 10° M en MeCN.

En la Figura 4.10 se observa que las bandas de absorcién caracteristicas
en MeCN (290-310 nm y 320-350 nm) se mantienen aunque hay

desplazamientos de las bandas debido a la presencia del CI.

A continuacién, se presentan los espectros de fluorescencia de todos los

sustratos (Figura 4.11), realizados a las mismas condiciones de absorbancia (0.1 a
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la longitud de onda de excitacion de 300 nm), MeCN y bajo atmodsfera de

nitrégeno.

Intensidad / u.a.

T T T T T T
320 360 400 440
Al nm

Figura 4.11. Espectros de fluorescencia de las diadas 1—3, CPFMe y CBZMe (Aexc
= 300 nm, MeCN/N, absorbancia a 300 nm = 0.1).

Los maximos de emisién y los rendimientos cuanticos de fluorescencia de
las diadas se recogen en la Tabla 4.2. La coincidencia entre los maximos de
emisién y los valores de ¢ en 1 y 2 indica que el cromoforo clorocarbazol es el
responsable de la emision. Ello esta de acuerdo con una transferencia de energia
singlete-singlete (favorecida termodinamicamente) en 2 desde la unidad de
carbazol a la de clorocarbazol. En cambio, la ausencia de Cl en las diadas 3 y en

CBZMe se traduce en un aumento considerable del valor de ¢ (Tabla 4.2).
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Tabla 4.2. Parametros fotofisicos de las diadas 1—3 y los modelos CBZMe y

CPFMe en MeCN/Ns.

Compuesto Amax &
CBZMe 343,358 0.540
CPFMe 354,369 0.069
(S,R)1 354,369 0.045
(R,R)-1 354,369  0.046
(S,R)-2 354,369 0.062
(R,R)-2 354,369  0.059
(S,R)-3 345,360 0.509
(R,R)-3 345,360 0.515

®Maximos de emision en nm. "Determinados usando CPF en MeCN/N, como

patrc’>n.13

Finalmente, se llevaron a cabo experimentos de fotélisis de destello laser
(Aexc = 308 nm, MeCN/N,), para apoyar el mecanismo que implica la participacion
del

deshalogenacion. Para 1, 2 y CPFMe, el espectro de absorcion transitoria mostré

estado excitado friplete y del “self-quenching” en el proceso de

la banda de absorcion T-T caracteristica del clorocarbazol con maximo a 430 nm.
En la Figura 4.12 se muestra el caso de CPFMe.
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Figura 4.12. Espectro de absorcion transitoria de (A) CPFMe en MeCN/N, y (B)

CPFMe en THF/Ny, registrados 1 us después del pulso de laser.
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Los ¢ry 11 (Tabla 4.3 y Figura 4.13) proporcionaron informacién relevante.
Asi, los tiempo de vida del triplete (t7) fueron mas altos para CPFMe (3.2 us) que
para las diadas mono- (1.7—1.9 us) y dihalogenadas (0.7—0.9 us). Las constantes
de desactivacion (“quenching”) fueron calculadas usando la relacion kq = 1/t1(giada)

— 1/trcprme) Y €Stan en el rango de 10°—10°s™ (Tabla 4.3).

—— CPFMe
— (SR
(RRA1
—(S5R)-2
(RR)-2
—— CBZMe

AA normalizada

WO e g B
20 2

1
10 15 5

Figura 4.13. Cinéticas de desaparicion de la sefial a 430 nm (Aexe = 308 Nnm/Ny)

para las diadas y compuestos de referencia en MeCN.

Tabla 4.3. Parametros fotofisicos de las diadas 1—3 y los modelos CBZMe y
CPFMe en MeCN/Na.

Compuesto  (us) kax 10°(s7)  4°

CBZMe 54 - 0.23
CPFMe 3.2 - 0.43
(S,R)-1 0.7 11.1 0.24
(R,R)-1 0.9 8.0 0.25
(S,R)-2 1.7 2.8 0.30
(R,R)-2 1.9 2.1 0.31
(S,R)-3 6.0 - 0.22
(R,R)-3 6.1 - 0.22

2Determinados usando CPF en EtOH/N; como patron.™
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La desactivacion por “self-quenching” puede dar lugar a especies de carga
separadas (excimeros/exciplejos o pares de iones radicales). Para discriminar

entre ambas posibilidades, se aplicaron las ecuaciones de Rehm—Weller."®

AGex (keal mol ™) =23.06 [EC;™ ~Efgs”~0.75 (£-2-0.19) +0.38] —E” (Ecuacion 4.1)

2.6 . .
AGre(kcal mol™)=23.06 [Eg3d°f—Ei’§§"‘°’+T—o.1 3] -E (Ecuacion 4.2)

Donde E. Yy Ewq son los potenciales de oxidacion y reduccion en el estado
fundamental de dador y aceptor, E* es la energia del estado excitado implicado y €
es la permitividad del disolvente.

Teniendo en cuenta el potencial de oxidacion del clorocarbazol (1.2 V)," el
potencial de reduccion del CPFMe (E.y - —1.8 V, determinado por
voltamperometria ciclica) (Ver parte experimental), la permitividad del MeCN
(37.5)"® y la energia del estado excitado triplete del CPF (69 kcal mol™),"” la
transferencia electrénica resulta favorecida (AGte = —1.2 kcal mol'1), mientras que
la formacién de excimero es un proceso endergonico (AGex = +3.9 kcal mol™).

La disposicion geométrica necesaria para el “self-quenching” sélo puede
ser lograda en conformaciones plegadas, donde las interacciones
intercromoféricas estan maximizadas. La estructura de Rayos-X de (S,R)-1 (la
Unica diada que fue obtenida de forma cristalina) exhibié esta conformacion

plegada (Figura 4.14).

s
a4
N 2)
R
B ) -\.) o —— ,H,_._
“'('.F’;' ~ _}",_-—— ot % ci(2)
o) S ——

Figura 4.14. Estructura de Rayos-X del compuesto (S,R)-1.
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Como se ha descrito anteriormente, la deshalogenacién es mucho menor
en THF que en MeCN, de acuerdo con el mecanismo que implica la participacion
de las especies con separacion de carga en la reaccion. Las ecuaciones de
Rehm—Weller predicen valores endergénicos tanto para transferencia electrénica
(+5.1 kcal mol™) como formacion de excimero (+5.2 kcal mol™) en THF (¢ = 7.6)."

En THF, las cinéticas de desaparicion del estado excitado triplete a 430
nm fueron practicamente coincidentes para 1, 2 y CPFMe (Figura 4.15),
nuevamente de acuerdo con la ausencia de especies con separacién de carga en

este medio.

AA normalizada

t/us

Figura 4.15. Cinéticas de desaparicion de la sefial a 430 nm (Aexc = 308 nm/Ny)
para las diadas y compuestos de referencia en THF. La absorbancia de las muestras fue

0.2 a la longitud de onda de excitacion del laser.

4.3 Conclusiones

En resumen, se ha demostrado la participacién de “self-quenching” en la
deshalogenacion a partir de estados excitados triplete de las diadas 1 y 2 basadas
en CPF. Este proceso puede ser claramente relacionado con Ia
fotodeshalogenacion reductiva, que ocurre a través de la formacion de especies
con separacion de carga. Las tendencias observadas en los tiempos de vida de

triplete de los distintos sustratos y los efectos del disolvente en la fotorreactividad
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(ausencia de reaccién en disolvente apolar) estan de acuerdo con el mecanismo

propuesto (Figura 4.16).

(R)
N 0
hv, disolvente apolar .,
O HN O cl X No hay reaccién
Cl

(SR)-0 (RR)1

hv, disolvente polar

o : * o H
(R) (R) ot
H o O Te H 0] O N
O O HN O cl O O HN O cl
e

Cl Cl

(R)

HN cl ———

(S,R)»-0 (RR)-2

(SR)-0 (RR)3

Figura 4.16. Mecanismo de reaccién propuesto para la fotodeshalogenacion

reductiva de 1y 2.
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4.4 Procedimiento experimental

441 Reactivos y disolventes

Carprofeno racémico (CPF, acido (RS)-2-(6-cloro-9H-carbazol-2-il)
propandico), LiAlH, 1 M en éter etilico, DCC (N,N’-diciclohexilcarbodiimida) y
DMAP  (4-dimetilaminopiridina) fueron adquiridos en Sigma-Aldrich. Los
disolventes utilizados para la sintesis y la purificacion (dietil éter, acetato de etilo y
hexano) fueron de grado analitico y otros disolventes (acetonitrilo, metil tert-
butiléter, acido acético, metanol y tetrahidrofurano) utilizados en los distintos

experimentos fueron de grado HPLC.

4.4.2 Sintesis de las diadas

e Alcoholes (S)- o (R)-CPFOH

Para la sintesis de las diadas 1, primero fue necesario separar los
enantidmeros (S)- y (R)-CPF de la mezcla racémica mediante HPLC (columna
semipreparativa Kromasil 100-TBB, con fase movil hexano/metil tert-butiléter/acido
aceético (45:55:0.1, v/v/v) y flujo 2.2 mL/min).

Posteriormente, (S)- o (R)-CPF puros fueron reducidos para obtener los
correspondientes alcoholes, como se detalla a continuacion: (S)- o (R)-CPF (150
mg, 0.5 mmol) se disolvieron en 10 mL de éter dietilico seco a 0 °C; tras afadir
gota a gota 2.2 mL (2.2 mmol) de LiAlH; 1 M en éter, la reaccion se mantuvo a
reflujo durante 1 h. El crudo se dejé enfriar hasta temperatura ambiente y se
hicieron lavados con agua (3x10 mL). La fase organica se sec6é sobre Mg.SO,
anhidro y una vez evaporado el disolvente se obtuvieron de modo cuantitativo los
correspondientes alcoholes ((S)- o (R)-CPFOH) como sdlidos blancos, que fueron
utilizados directamente sin purificacion adicional en la siguiente etapa de

reaccion.™®

¢ Diadas (S,R)-y (R,R)-1
A una disolucion de (S)- o (R)-CPFOH (135 mg, 0.5 mmol) en éter (20

mL), se afadio lentamente DCC (235 mg, 1.10 mmol). Después, se adiciond una
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disolucion de (R)-CPF (168 mg, 0.6 mmol) y DMAP (cantidad catalitica) en éter
etilico (20 mL) y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante una noche. Se
afnadié salmuera y se extrajo tres veces con éter (3x5 mL), la fase organica se lavd
con agua y se seco6 sobre Na,SO, anhidro; posteriormente, se filtrd y el disolvente
se evapord a presion reducida. La purificacion final del producto se llevé a cabo
mediante cromatografia en columna a través de gel de silice 60 (eluyente:
hexano/acetato de etilo 70:30, v/v) y fue seguida por cromatografia de capa fina
(CCF) en cromatofolios de silica gel 60 F,s4 (eluyente: hexano/acetato de etilo
70:30, v/v), utilizando para revelar la irradiacion una lampara UV con una longitud
de onda de 254 nm. Se obtuvieron unos rendimientos de 72 % y 65 % para (S,R)-

1y (R,R)-1, respectivamente.

e Diadas2y3

Se irradiaron 200 mL de disoluciones de (S,R)- o (R,R)-1 en acetonitrilo(6
x 10" M) en un fotorreactor multilampara bajo atmoésfera de N, durante 20 min. El
disolvente fue evaporado a presion reducida y los fotoproductos 2 y 3 aislados
mediante HPLC en fase reversa (acetonitrilo/agua (80:20), v/v como eluyente, flujo
2 mL/min).

e Metandlisis de 2 por catalisis acida

Se afadieron 2 mg de (S,R)- o (R,R)-2 a una mezcla de metanol y HCI 1M
9:1 (v/v). La mezcla se mantuvo bajo agitacion y a reflujo toda la noche. Tras
evaporacion de los disolventes, se afiadié agua y se extrajo con DCM. El andlisis
por CG-EM nos permitié detectar el pico correspondiente al CPFMe (M* = 287

uma).

4.4.3 Fotolisis en estado estacionario

Las irradiaciones preparativas se llevaron a cabo en un fotorreactor
equipado con 4 lamparas UVB de 8 W con un maximo de emision de 300 nm en
celdas de cuarzo de dimensiones 10 mm x 10 mm y 4 mL de capacidad maxima, a
temperatura ambiente, atmdsfera inerte y concentracion 10 M.
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Para evaluar las cinéticas de fotodeshalogenacion se utilizaron las mismas
condiciones que en las irradiaciones preparativas, pero se us6 luz monocromatica
de 300 nm y la absorbancia de la muestra fue 0.3 para1y 0.1 para2y 3.

4.4.4 Medidas de fluorescencia

Las medidas de fluorescencia en estado estacionario se realizaron a
temperatura ambiente en disoluciones de MeCN o THF burbujeadas 10 minutos
con nitrégeno, en celdas de cuarzo de dimensiones 10 mm x 10 mm y 4 mL de
capacidad maxima; las absorbancias se fijaron a 0.1 a la longitud de onda de
excitacion (Aeye = 300 nm).

Se empleé CPF como patrén (¢ = 0.068 en MeCN/Nz)13 para el calculo de
los rendimientos cuanticos de los distintos compuestos, utilizando la ecuacion 4.3:

A ln

7|i2 (Ecuacion 4.3)
A I, n?

donde A es la absorbancia a la longitud de onda de excitacién, | es el area bajo el

espectro de fluorescencia y n es el indice de refraccion del disolvente. El sufijo
se refiere al compuesto cuyo rendimiento queremos calcular y “s” al patron.

Las medidas de emisién se llevaron a cabo en el rango de 320-500 nm. No
fue posible determinar los t de modo preciso, ya que en todos los casos las
cinéticas de desaparicion fueron muy similares a la de la ldmpara de irradiacién

(~1 ns).
4.4.5 Medidas de fotdlisis de destello laser

Se realizaron a temperatura ambiente utilizando celdas de cuarzo de
dimensiones 10 x 10 mm? y 4 mL de capacidad méaxima, burbujeados durante 20
min con N, antes de cada experimento. La absorbancia de las muestras se fij¢ a
0.2 a la longitud de onda de excitacion de 308 nm.

Las cinéticas de desaparicion se monitorizaron a 430 nm (maximo de

absorcion de *CPF*) utilizando muestra fresca tras cada disparo.
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El tr de los productos en MeCN o en THF se determiné por ajuste a una

ecuacion con un término monoexponencial (Ecuacion 4.4).
AA=AA, + AeV?) (Ecuacion 4.4)

El CPF (g = 0.37 en etanol)' fue empleado como patron para determinar
los ¢r de todos los sustratos con la siguiente ecuacion:
24

¢ = ¢, K (Ecuacion 4.5)

“r

donde A es la absorbancia a la longitud de onda de excitacién. El sufijo “” se

[P

refiere al compuesto cuyo rendimiento queremos calcular y “s” al patrén.

4.4.6 Medida de potenciales por voltamperometria

Para medir el potencial de reduccién del CPFMe se utilizd un electrodo de
trabajo de Pt, un electrodo auxiliar de Pt y un electrodo de referencia de
Ag/AgClsy. El electrolito fue PFsTBA (hexafluorofosfato de tetrabutilamonio). Se
prepard una disolucion de CPFMe en MeCN (5 x 10 M) y se burbujed nitrégeno.
La velocidad de barrido empleada en la medida fue de 250 mV s™. El valor se lee

en el minimo (-1.8 V).

1.0x10™
0o
<
= - = -Blanco
-1.0x10™ CPFVe
-2.0X10-4 T T T T T T

24 20 -6 12 08 04 00
E/V

Figura 4.17. Voltamperograma ciclico de CPFMe.
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4.4.7 Caracterizacion espectroscopica de las diadas

Espectro de absorcion UV de (S,R)-1 Ans/nm (log £): 238 (4.9), 299
(4.5), 330 (3.8) y 343 (3.6).

Espectro RMN-'H de (R)-2-(6-cloro-9H-carbazol-2-il)propanoato de (S)-2-
(6-cloro-9H-carbazol-2-il)-propilo, (S,R)-1: (300 MHz, Acetona-ds) (5, ppm): 10.34
(s, 1H), 10.31 (s, 1H), 8.05-8.00 (d+d, J = 2.1 Hz, 2H), 7.93 (d, J = 8.1 Hz, 1H),
7.89 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.49-7.43 (m, 2H), 7.39-7.31 (m, 4H), 7.08-7.01 (m, 2H),
4.32 (dd, J; = 10.7 Hz, J,= 7.0 Hz, 1H), 4.16 (dd, J; = 10.7 Hz, J, = 7.0 Hz, 1H),
3.87 (q, J = 7.1 Hz, 1H), 3.28-3.14 (m, 1H), 1.47 (d, J = 7.1 Hz, 3H), 1.26 (d, J =
7.0 Hz, 3H). RMN-"3C: (75 MHz, Acetona-dg) (5, ppm): 174.7, 143.1, 141.9, 141.7,
140.4, 139.5, 139.4, 126.1, 125.9, 125.1, 125.0, 124.7, 124.6, 121.9, 121.7, 121.2,
121.1, 120.4, 120.3, 119.9, 119.9, 113.0, 112.9, 110.7, 110.5, 70.1, 46.5, 40.2,
19.1, 18.5. Masa exacta calculada para CsHxsN,0,°Cly: 515.1293 [MH'];
encontrada 515.1274.

Espectro de absorciéon UV de (R,R)-1 Ans/nm (log £): 238 (4.9), 299
(4.5), 330 (3.8) y 343 (3.6).

Espectro RMN-'H de (R)-2-(6-cloro-9H-carbazol-2-il)propanoato de (R)-2-
(6-cloro-9H-carbazol-2-il)-propilo, (R,R)-1: (300 MHz, Acetona-dg) (8, ppm): 10.35
(s, 1H), 10.23 (s, 1H), 8.05 (d, J = 2.1, 1H), 8.00 (d, J = 2.1, 1H), 7.96 (d, J = 8.1
Hz, 1H) ), 7.88 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.50-7.29 (m, 6H), 7.06 (dd, J; = 8.2 Hz, J,=1.5
Hz, 1H), 6.98 (dd, J; = 8.2 Hz, J,= 1.4 Hz, 1H), 4.23 (d, J = 6.9 Hz, 2H), 3.86 (q, J
= 7.1 Hz, 1H), 3.27-3.13 (m, 1H), 1.46 (d, J = 7.1 Hz, 3H), 1.27 (d, J = 7.0 Hz, 3H).
RMN-"3C: (75 MHz, Acetona-ds) (5, ppm) 174.6, 143.2, 141.9, 141.8, 140.5, 139.6,
139.5, 126.2, 125.9, 125.2, 125.1, 124.8, 124.6, 122.0, 121.7, 121.3, 121.1, 120.5,
120.3, 120.0, 119.9, 113.1, 113.0, 110.9, 110.5, 70.2, 46.6, 40.3, 19.2, 18.6. Masa
exacta calculada para CgoH25N202350|2: 515.1293 [MH"]; encontrada 515.1313.

Espectro de absorcién UV de (S,R)-2 Ans/nm (log £): 236 (4.8), 296
(4.4), 332 (3.7).
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Espectro RMN-'H de (R)-2-(6-cloro-9H-carbazol-2-il)propanoato de (S)-2-
(9H-carbazol-2-il)-propilo, (S,R)-2: (400 MHz, DMSO-dg) (3, ppm): 11.31 (s, 1H),
11.10 (s, 1H), 8.08-7.84 (m, 4H), 7.49-7.28 (m, 6H), 7.13 (t, J = 6.9 Hz, 1H), 7.02-
6.91 (m, 2H), 4.25 (dd, J; = 10.7 Hz, J, = 7.0 Hz, 1H), 4.14 (dd, J; = 10.7 Hz, J, =
7.0 Hz, 1H), 3.90 (q, J = 7.0 Hz, 1H), 3.18 (m, 1H), 1.43 (d, J = 7.0 Hz, 3H), 1.21
(d, J = 7.0 Hz, 3H). DEPT RMN-"*C: (100 MHz, DMSO-dg) (5, ppm): 173.9, 140.7,
140.5, 140.0, 139.9, 138.9, 138.3, 125.2, 125.1, 123.5, 122.9, 122.3, 121.1, 120.5,
120.5, 120.3, 119.9, 119.6, 118.7, 118.4, 118.2, 112.4, 110.9, 109.8, 109.3, 69.3,
45.0, 38.7, 18.6, 18.1. Masa exacta calculada para C30H26N2023SCI: 481.1683
[MH™]; encontrada 481.1683.

Espectro de absorcion UV de (R,R)-2 A,s/nm (log &): 236 (4.8), 296
(4.4), 332 (3.7).

Espectro RMN-'H de (R)-2-(6-cloro-9H-carbazol-2-il)propanoato de (R)-2-
(9H-carbazol-2-il)-propilo, (R,R)-2: (400 MHz, DMSO-ds) (8, ppm): 11.33 (s, 1H),
11.10 (s, 1H), 8.09-7.96 (m, 2H), 7.93-7.83 (m, 2H), 7.50-7.42 (m, 2H), 7.40-7.29
(m, 4H), 7.17-7.10 (m, 1H), 6.97-6.90 (m, 2H), 4.25-4.14 (m, 2H), 3.9 (q,J=7.0
Hz, 1H), 3.17 (m, 1H), 1.42 (d, J = 7.0 Hz, 3H), 1.23 (d, J = 7.0 Hz, 3H). DEPT
RMN-"C: (100 MHz, DMSO-dg) (8, ppm): 173.9, 140.8, 140.5, 140.00, 139.9,
139.0, 138.4, 125.2, 125.2, 123.6, 122.9, 122.3, 121.1, 120.6, 120.5, 120.4, 119.9,
119.6, 118.6, 118.5, 118.3, 112.4, 110.9, 110.0, 109.3, 69.4, 45.2, 38.9, 18.7, 18.2.
Masa exacta calculada para C30H26N2023SCI: 481.1683 [MH']; encontrada
481.1694.

Espectro de absorcion UV de (S,R)-3 Ans/nm (log g): 235 (4.9), 295
(4.5), 322 (3.9) y 334 (3.7).

Espectro RMN-'H de (R)-2-(9H-carbazol-2-il)propanoato de (S)-2-(9H-
carbazol-2-il)-propilo, (S,R)-3: (400 MHz, DMSO-ds) (3, ppm): 11.14 (s, 1H), 11.10
(s, 1H), 8.00 (d+d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.92 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.88 (d, J = 8.1 Hz,
1H), 7.47-7.42 (m, 2H), 7.38-7.29 (m, 4H), 7.17-7.09 (m, 2H), 6.97 (td, J; = 8.1 Hz,
J>= 1.4 Hz, 2H), 4.25 (dd, J; = 10.7 Hz, J,= 6.5 Hz, 1H), 4.15 (dd, J, = 10.7 Hz, J,

90



Capitulo 4. Diadas conteniendo dos unidades de carprofeno

=7.2 Hz, 1H), 3.90 (q, J = 7.1 Hz, 1H), 3.23-3.13 (m, 2H), 1.44 (d, J = 7.1 Hz, 3H),
1.21 (d, J = 7.0 Hz, 3H). DEPT RMN-"C: (100 MHz, DMSO-dg) (5, ppm): 174.0,
140.7, 140.0, 139.9, 139.9, 139.8, 138.0, 125.4, 125.2, 122.3, 122.2, 121.3, 1211,
120.1, 120.00, 119.9, 119.9, 118.5, 118.4, 118.2, 118.1, 110.9, 110.8, 109.5,
109.3, 69.3, 45.0, 38.7, 18.6, 18.1. Masa exacta calculada para C3yH>7N,O,:
447.2073 [MH"]; encontrada 447.2084.

Espectro de absorcién UV de (R,R)-3 L,s/nm (log £): 235 (4.9), 295
(4.5), 322 (3.9) y 334 (3.7).

Espectro RMN-'H de (R)-2-(9H-carbazol-2-il)propanoato de (R)-2-(9H-
carbazol-2-il)-propilo, (R,R)-3: (400 MHz, DMSO-dg) (5, ppm): 11.15 (s, 1H), 11.08
(s, 1H), 7.99 (m, 2H), 7.90 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.86 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.47-7.29
(m, 6H), 7.17-7.09 (m, 2H), 6.98-6.90 (m, 2H), 4.22 (dd, J; = 10.7 Hz, J, = 6.9 Hz,
1H), 4.16 (dd, J; = 10.8 Hz, J,= 7.1 Hz, 1H), 3.89 (q, J = 7.1 Hz, 1H), 3.17 (m, 1H),
1.42 (d, J = 7.1 Hz, 3H), 1.23 (d, J = 7.0 Hz, 3H). DEPT RMN-"C: (100 MHz,
DMSO-ds) (8, ppm): 174.0, 140.8, 140.0, 139.9, 139.9, 139.80, 138.1, 1254,
125.2, 122.3, 122.2, 121.4, 121.1, 120.1, 120.0, 119.9, 119.8, 118.6, 118.4, 118.3,
118.2, 110.9, 110.9, 109.7, 109.3, 69.3, 45.1, 38.7, 18.8, 18.2. Masa exacta
calculada para CsoH27N,O5: 447.2013 [MH']; encontrada 447.2095.
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4.4.8 Espectros RMN-'Hy -°*C

Espectros de RMN-"'H y -"°C de la diada (S,R)-1, (Acetona-de)

(TN

105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0

S ppm

o~

210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 8 70 60 50 40 30 20

5 ppm
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Espectros de RMN-"'H y -"°C de la diada (R,R)-1, (Acetona-ds)
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Espectros de RMN-'H y DEPT-RMN-"C de la diada (S,R)-2, (DMSO-ds)

-.'" ' IU‘.J' L‘u....‘wwm_.....

15 110 105 00 95 90 85 &0 75 70 45 40 S5 S0 45 40 35 30 2% 20 1% 1.0 0% 00

4 ppm
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Espectros de RMN-'H y DEPT-RMN-"°C de la diada (R,R)-2, (DMSO-ds)

115 110 105 100 95 9.0 as 80 75 7.0 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 0s o0

4 ppm
~ 4
180 170 160 150 140 130 120 110 100 - 9‘3 . &0 0 &0 S0 0 30 20 10 o
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95



Capitulo 4. Diadas conteniendo dos unidades de carprofeno

Espectros de RMN-'H y DEPT-RMN-"C de la diada (S,R)-3, (DMSO-ds)

180 170 160 150 140 130 120 10 100 20 &0 70 &0 s0 0 0 20 10 o
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Espectros de RMN-'H y DEPT-RMN-"C de la diada (R,R)-3, (DMSO-d¢)

B AN I JUJ L".._‘.th_..

115 110 105 100 95 20 BS BO 75 m 65 60 55 50 45 40 s a0 25 20 15 10 05 o0

S5 ppm
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5.1 Introduccién

La fenotiazina (FTZ) es un sistema friciclico presente en numerosos
farmacos que cubren una amplia gama de patologias, siendo empleados como
agentes antipsicoticos, tranquilizantes o antihistaminicos."™

El comportamiento fotoquimico de los farmacos que contienen FTZ ha
recibido especial atencion, pues se trata de un croméforo activo con conocidos
efectos fotosensibilizantes experimentados en pacientes bajo tratamiento.”” Por
otra parte, en la literatura se encuentra descrito cémo los parametros fotofisicos
clave de las FTZs pueden verse influenciados por distintos factores, como la
sustituciéon en las posiciones 2 y 10 del anillo triciclico, la naturaleza del disolvente
o la energia de excitacion.® "

Como se ha indicado en la introduccién general, las proteinas
transportadoras presentes en sangre y plasma (fundamentalmente ASs y AGASs)
se unen a una amplia variedad de farmacos y consecuentemente son importantes

12 En este

moduladores de la farmacocinética y eliminacion de un farmaco.
contexto, ha sido investigada la interaccion de muchas FTZs (empleadas como
agentes neurolépticos) con AGAs usando dicroismo circular y didlisis de equilibrio.
En el caso de la AGAH se ha concluido que los derivados de FTZ se unen
preferentemente a un sitio de unién, donde las principales fuerzas implicadas son
de tipo hidrofébico, aunque también participan interacciones electrostaticas.”* " La
afinidad de las FTZs por las AGAs ha sido utilizada para el desarrollo de fases
estacionarias para la resolucién de enantiémeros por HPLC.'®"® También se ha
observado la inclusion efectiva de FTZs en otros sistemas biomiméticos, como por
ejemplo 4 o » ciclodextrinas (CDs) o micelas de dodecil sulfato sédico (SDS).'*?’
En el caso de las CDs, las FTZs forman complejos de inclusion con distintas
estequiometrias. Ademas, la encapsulacion en CD protege a los eritrocitos de la
fotohemdlisis inducida por un gran numero de FTZs.? También, se han
desarrollado aplicaciones analiticas, como el uso de varias CDs como selectores

quirales para la separacién enantiomérica de FTZs.?
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La inclusion de FTZs en micelas de SDS ha sido investigada mediante
espectroscopia de absorcion y fluorescencia, con especial atencién a la
competicion entre la fotoionizacion y la formacion del estado excitado triplete.

La ciamemazina (CMZ, 2-ciano-10-(3-dimetilamino-2-metil-
propil)fenotiazina, Figura 5.1) es un derivado de FTZ, utilizado como farmaco
neuroléptico, que da lugar a una fuerte fototoxicidad cutanea en humanos.?* El
farmaco se fotooxida facilmente bajo irradiacion UVA a 2-ciano-10-(3-dimetilamino-
2-metilpropil)fenotiazina N,S-diéxido (CMZ-SONO), un efectivo agente
fotodinamico capaz de producir oxigeno singlete.

I o
! o

R A
: N : N : ND///N
s i
o
cmz CMZ-SONO

Figura 5.1. Estructuras quimicas del farmaco CMZ y su fotoproducto CMZ-SONO.

Este fotoproducto también se forma mediante la irradiacion UVA de
cultivos de fibroblastos humanos incubados con el farmaco. Como la CMZ se
encuentra principalmente localizada en los lisosomas de fibroblastos humanos y
queratinocitos, CMZ-SONO juega un papel central en el desarrollo de respuestas
fototoxicas en humanos tratados con CMZ.2>%

El espectro de fluorescencia de la CMZ en disolucién tampdn de fosfato
salino (PBS, pH = 7.4) muestra un maximo sobre 530 nm, y un rendimiento
cuantico de fluorescencia de 0.11 a Ag = 267 nm. La fotdlisis de destello laser
(FDL) bajo las mismas condiciones revela el espectro de absorcion transitoria del
estado excitado triplete (}.CMZ*), con una banda caracteristica con un maximo a
420 nm, junto con el correspondiente cation radical (CMZ*™) como una banda

ancha en la regién de 500 nm. Ambas especies reaccionan con oxigeno, aunque
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con constantes de velocidad notablemente diferentes (4 x 10° y2x 10" M' s,
respectivamente).

Ya que un numero de procesos relevantes ocurren en compartimentos
bioldgicos bien definidos, profundizar en el comportamiento de los farmacos dentro
de microambientes biomiméticos puede ser una modelizacion util del proceso. En
este trabajo, el fotocomportamiento de la CMZ enantioméricamente pura ha sido

examinado en presencia de AGAs, /vy »CD, asi como en SDS.

5.2 Resultados y discusion

5.2.1 Estudio del proceso de union al anfitriéon por medidas de

fluorescencia

Los dos enantiomeros (—)-CMZ y (+)-CMZ fueron aislados del farmaco
comercial que se presenta en forma racémica por HPLC (fase estacionaria quiral,
hexano/2-propanol/acido acético/trietilamina como eluyente) (Parte experimental).

Como era de esperar, los espectros de absorcidon de los dos compuestos
en PBS resultaron idénticos, mostrando una banda intensa a 268 nm y una cola

que alcanza los 400 nm (Figura 5.2).

1.2

1.0

0.8

0.6

Absorbancia

0.4 1

0.2+

0.0 T T T T T
240 270 300 330 360 390

A/ nm

Figura 5.2. Espectros de absorcién UV de (—)- y (+)-CMZ a concentracion 6 x 10°
M en PBS.
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La excitacion se llevd a cabo a 330 nm, para evitar interferencias por
absorcion de luz por parte del anfitrién. La formacion de complejos CMZ@AGA, se
siguié por fluorescencia a través de los cambios observados en la posicion y la
intensidad de la banda. Los resultados obtenidos para (—)-CMZ se muestran en la
Figura 5.3.
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Figura 5.3. Espectros de fluorescencia de (—)-CMZ (6 x 10° M, hexe = 330 nm,
PBS/aire) en presencia de cantidades crecientes de A: AGAH (0 a 3 eq.), B: AGAB (0 a 2
eq.), C: 4-CD (0 a 200 eq.), D: CD (0 a 200 eq.), E: SDS (0 a 1.2 x 102 M).
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En presencia de cantidades crecientes de AGAs, la banda de emisién de
(=)-CMZ (inicialmente con maximo a 525 nm en PBS) experimentd un aumento
progresivo de intensidad junto a un desplazamiento hipsocrémico. Con una
relacion molar 1:3 farmaco/AGAH (Figura 5.3A), el maximo se desplazé hacia el
azul alrededor de 30 nm, y el rendimiento cuantico en PBS (¢) se incrementé
desde 0.064 hasta 0.109 (Tabla 5.1). Un comportamiento similar fue observado en
presencia de AGAB (Figura 5.3B). Esto indicé una efectiva encapsulacion de la
CMZ en ambas AGAs. En concordancia con ello, los tiempos de vida de
fluorescencia (t¢) fueron mayores para los complejos CMZ@AGA que para CMZ
en disolucion (Tabla 5.1). En el caso de -y »CD y SDS. En general, la inclusién
de (—)-CMZ en estos sistemas resulté en un desplazamiento del maximo de
emision al azul, asi como un marcado aumento de la intensidad de fluorescencia y

Tr como se ha descrito anteriormente para las AGAs (Figura 5.3C-E y Tabla 5.1).

Tabla 5.1. Datos de fluorescencia para (—)-CMZ en distintos medios

microheterogéneos.

Medio  Amaxem (M) ¢ 1 (ns) ke x 10" (s") Es (kcal mol™)

Ninguno 525 0.064 5.6 1.15 67.4
AGAH"  482-505 0.109 6.7 1.63 67.6
AGAB"  483-508 0.118 7.9 1.49 66.8
pCDY 486512 0.116 7.6 1.53 67.3
»CD* 508-522 0.085 6.8 1.25 67.1
sbst 496-518  0.117 8.8 1.33 66.2

Relacion molar CMZ/medio: *1:3, T1:2, ¥1:200.

Se realizaron en paralelo los experimentos correspondientes al
enantiomero (+)-CMZ (Figura 54 y Tabla 5.2) observandose una ligera

estereodiferenciacion especialmente en el caso de AGAB.
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Intensidad / u.a.
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Figura 5.4. Espectros de fluorescencia de (+)-CMZ (6 x 10° M, Lexc = 330 nm,
PBS/aire) en presencia de cantidades crecientes de A: AGAH (0 a 3 eq.), B: AGAB (0 a 2
eq.), C: #CD (0 a 200 eq.), D: CD (0 a 200 eq.), E: SDS (0 a 1.2 x 10 M).
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Tabla 5.2. Datos de fluorescencia para (+)-CMZ en distintos medios

microheterogéneos.

Medio  Amaxem (M) & 1 (nS) ke x 107 (s") Es (kcal mol™)

Ninguno 522 0.064 5.4 1.20 67.4
AGAH*  484-512 0.096 7.6 1.27 66.7
AGAB'T  482-506 0.099 7.5 1.49 66.5
BCD* 482-510 0.110 7.2 1.53 67.8
»CD* 508-525 0.080 6.6 1.25 66.7
spst 495-516  0.112 8.6 1.33 65.9

Relacion molar CMZ/medio: *1:3, T1:2, ¥1:200.

5.2.2 Fotodegradaciéon de CMZ

Tras determinar por fluorescencia que la inclusion de CMZ en los
diferentes anfitriones tenia lugar, el farmaco encapsulado fue irradiado en
atmosfera aerdbica con luz monocromatica (A, = 355 nm). El curso de la reaccién
fue monitorizado registrando los cambios en el espectro de fluorescencia de los
crudos (a Aexe = 330 nm) a tiempos crecientes. La formaciéon del producto de
fotooxidacion (CMZ-SONO, Figura 5.1) fue observada gracias a la aparicion de
una nueva banda de emisién de este compuesto a longitud de onda mas corta
(Amax = 420 nm). La Figura 5.5 muestra los resultados obtenidos para (—)-CMZ. Es
de destacar que en presencia de AGAH (Figura 5.5B) y AGAB (Figura 5.5C) la
reaccion fue claramente mas lenta que en PBS (Figura 5.5A). El efecto de
proteccién de S (Figura 5.5D) y »CD (Figura 5.5E) aunque detectable, fue
marcadamente menor. La menor fotorreactividad fue encontrada en micelas de
SDS (Figura 5.5F).
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Figura 5.5. Espectros de fluorescencia obtenidos tras irradiar a 355 nm (-)-CMZ (6
x 10° M, Aexc = 330 nm, PBS/aire, 0 a 20 min) en diferentes medios. A: Sin anfitrién, B:
CMZ/AGAH relacion molar 1:3, C: CMZ/AGAB relacién molar 1:2, D: CMZ/4-CD relacion
molar 1:200, E: CMZ/y-CD relacién molar 1:200, F: CMZ/SDS relacién molar 1:200.

En paralelo, se realizaron los mismos experimentos con el enantiomero

(+)-CMZ (Figura 5.6). Se observan las mismas tendencias que para el enantiomero

(-)-CMZ.

108



Capitulo 5. Oxidacion retardada de ciamemazina en medios biomiméticos

0.45 0.60
0.45-
< 0.30-4 o
E S
b o 0.30
3 o
(2} w
& 0.15 g
£ £ 0.154
0.00 - T T T T 7 0.00 T T T T T
400 450 500 550 600 650 400 450 500 550 600 650
»/nm Alnm
0.60
0.454
o o
=} =}
2 0.30 i
b} he)
[7] (7]
c c
2 2
£ 0154 =
0.00 == T T T —— I - r v r .
400 450 500 550 600 650 400 450 500 550 600 650
A/ nm A/ nm
0.75
0.60 F
. <
@ =3
S < 0454
3 ®
° o
_'g |2}
2 5 0.30
3 £
=
0.15
r v ; v = 0.00 =, T T —r——
400 450 500 550 600 650 400 450 500 550 600 650
A/ nm A/ nm

Figura 5.6. Espectros de fluorescencia obtenidos tras irradiar a 355 nm (+)-CMZ (6
x 10° M, Aexc = 330 nm, PBS/aire, 0 a 20 min) en diferentes medios. A: Sin anfitrion, B:
CMZ/AGAH relacion molar 1:3, C: CMZ/AGAB relaciéon molar 1:2, D: CMZ/4-CD relacion
molar 1:200, E: CMZ/y-CD relacion molar 1:200, F: CMZ/SDS relacién molar 1:200.

El progreso de la reaccién a diferentes tiempos de irradiacion para (-)-

CMZ se presenta en la Figura 5.7A. En todos los medios microheterogéneos el
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proceso fue mucho mas lento que en solucién acuosa, con la menor conversién en

SDS; para (+)-CMZ (Figura 5.7B) se observé un comportamiento similar.
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Figura 5.7. Fotooxidacion en distintos medios. A: Para (-)-CMZ. B: Para (+)-CMZ.

5.2.3 Espectroscopia de absorcién transitoria

Para investigar la participacién de especies de tiempo de vida corto en la
formacién de CMZ-SONO se realizaron medidas de FDL de CMZ (Leyc = 355 nm,
PBS/aire) en los diferentes medios.

Los estudios se llevaron a cabo en primer lugar para (-)-CMZ (Figura 5.8).
En PBS, se observaron bandas de absorcién con maximos a 320 nm (*CMZ*) y a
290 nm (CMZ*™). En la region de 400-550 nm, los espectros de ambas especies
solapan. Estas asignaciones estan de acuerdo con datos analogos para derivados
de FTZ_8,9,27,28

Tras la adicién de suficiente AGAH o AGAB, la contribucion de CMZ* fue
practicamente despreciable y ‘cmz* pasé a ser la especie dominante en el
espectro (Figura 5.8A). Este efecto se observa claramente en la region 250-350
nm. En atmédsfera aerdbica, los tiempos de vida de triplete dentro de la proteinas
(24.3 ps para AGAH) vy (32.6 ps para AGAB) fueron considerablemente mayores
que en disolucién (0.7 us) (Figura 5.8B y Tabla 5.3). Esta tendencia también se
observé en CDs, aunque con valores de t+ mucho menores que en la proteina (2.0

y 1.2 us para B- y y-CD respectivamente). Los resultados para (+)-CMZ fueron
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similares, excepto en el caso de AGAB donde se observd estereodiferenciacion
mas acusada en nitrégeno; todos los tiempos se presentan en la misma figura y

tabla que para (-)-CMZ.

0.12 —=— PBS
A —e— AGAH (1:3)
0.10 —A— AGAB (1:2)
©
0.08 ®
N
E
< 0.06 £
c
0.04-| 3
0.02-
0.001— : T T T
300 400 500 600 700
»/nm
0.12 C —=—PBS
—e— AGAH (1:3)
0.10 —a— AGAB (1:2)
0.08-| 3
©
N
< 0.06- g
<]
c
0.04 <
<
0.02
0.00 T : T T T
300 400 500 600 700
Al nm

Figura 5.8. Fotdlisis de destello laser de (—-)- y (+)-CMZ (Aexc = 355 nm, PBS/aire).
A: Espectros de absorcion transitoria obtenidos 0.5 ps después del pulso del laser para
para (-)-CMZ soéla y en presencia de 3 eq. de AGAH y 2 eq, de AGAB. B: Cinéticas de
desaparicion monitorizadas a A = 320 nm para (-)-CMZ en ausencia o presencia de los
diferentes anfitriones. C: Espectros de absorcion transitoria obtenidos 0.5 ps después del
pulso del laser para para (+)-CMZ séla y en presencia de 3 eq. de AGAH y 2 eq, de AGAB.
D: Cinéticas de desaparicion monitorizadas a A = 320 nm para (+)-CMZ en ausencia o

presencia de los diferentes anfitriones.

Para obtener informacién sobre la proteccion que proporcionan los

distintos microambientes, se determind el tiempo de vida de triplete en presencia
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de cantidades crecientes de oxigeno (utilizando atmosfera de oxigeno, aire y

nitrégeno).

Tabla 5.3. Tiempos del estado excitado triplete (t1) y constante de desactivacion

por oxigeno (Kq) para (—)- y (+)-CMZ en distintos medios microheterogéneos.

8
. tr(us) tr(us) tr(us) Kkgx 10
Medio | CMZ /) \," Jaire /0, (M's")
, - 135 0.7 0.2 44.0
Ninguno
+ 13.5 0.7 0.2 36.5
) — 103.4 24.3 7.4 0.88
AGAH
+ 1001 20.3 5.8 1.14
— 339.0 32.6 7.4 0.94
AGAB'
+ 389.8 271 6.4 1.08
— 26.2 2.0 0.4 19.1
B-CD?
+ 27.3 2.0 0.4 16.7
- 19.7 1.2 0.3 22.9
y-CD*
+ 19.5 1.2 0.3 22.9
— 3.1 0.8 0.2 31.5
SDS?
+ 4.0 0.8 0.2 23.8

Relacion molar CMZ/medio: *1:3, T1:2, #1:200. [CMZ] = 1.25 x 10" M

En todos los sistemas microheterogéneos, la desactivacion por oxigeno
fue mas lenta que en PBS (k, = 4.0 x 10° M™" s); el efecto fue mas notable dentro
de AGAs (k, = 0.9-1.1 x 10 M s™") que en CDs (k, = 1.9-2.3 x 10° M s™). Sin
embargo, el hecho de que la mayor proteccion de la fotooxidacion a CMZ-SONO
se lograra dentro de micelas SDS, donde la desactivacion del triplete por oxigeno
solo fue levemente retardada (k; = 3.2 x 10° M" s™), no sostiene una ruta de
reaccioén en la que el 3CMZ* sea una especie intermedia clave, sino que apunta a
que CMZ-SONO se forma cuando el oxigeno molecular atrapa al CMZ*.® Asi, la
fotoionizacion ocurre en PBS y se inhibe parcialmente en CDs, mientras que en

SDS y AGAs es practicamente despreciable (Figura 5.9).
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N,
L0
Nz —»h" 3CMZ* + CMZ** 5, ﬁ@
A =500 nm 0, @ IjCN
@ ‘ />gv CMZ SONO
Arr =320 nm

O = Proteinas, ciclodextrinas, micelas

Figura 5.9. Esquema de la reaccién.

5.3 Conclusiones

La fotooxidacion de ciamemazina ocurre a través de una fotoionizacion y
posterior “trapping” del catién radical resultante por oxigeno, dando lugar al
correspondiente N,S-diéxido. Esta reaccidn es extremadamente sensible al medio
y constituye una sonda apropiada para localizar este farmaco en diversos tipos de
microambientes. El proceso de encapsulacion se siguid por espectroscopia de
fluorescencia, a través de un claro desplazamiento hipsocrémico, junto a un
significativo aumento del rendimiento cuantico y el tiempo de vida. La fotdlisis de
destello laser revela importantes cambios asociados a la encapsulacion,
especificamente una generacion del estado excitado triplete mas selectiva, que
resulta tener un tiempo de vida mas largo. Como se podia anticipar por la
naturaleza lipofilica de los microambientes empleados, la fotoionizaciéon para
formar el cation radical se ve desfavorecida en todos ellos. Mediante irradiaciones
en estado estacionario, la formacién del N,S-di6xido se monitoriza facilmente por
espectroscopia de fluorescencia, por la aparicion progresiva de una banda de
emision caracteristica a longitudes de onda mas cortas. Se observa una buena

correlaciéon entre las propiedades fotofisicas y la reactividad fotoquimica: asi, la
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menor velocidad de fotooxidacion corresponde a CMZ en micelas SDS y AGAs,
donde el farmaco esta localizado en un dominio mas hidrofébico, dificiimente

accesible desde el medio acuoso, y donde la fotoionizacién es casi despreciable.

5.4 Procedimiento experimental

5.4.1 Reactivos y disolventes

AGAH, AGAB, #CD, »CD y SDS fueron adquiridos comercialmente. Los
disolventes de grado espectroscopico y grado HPLC fueron utilizados sin
purificacion adicional. Las disoluciones de PBS (0.01 M, pH = 7.4) se prepararon
disolviendo las pastillas comerciales en la cantidad apropiada de agua
desionizada. La CMZ tartrato racémica fue proporcionada por Aventis (Vitry-sur-

Seine, Francia) y guardada protegida de laluzy a T = 4°C.

5.4.2 Obtencién de (-)-y (+)-CMZ

La base libre de CMZ fue obtenida por extraccién liquido-liquido de CMZ
tartrato, usando 1 M NaOH/CH,CI,. La fase organica fue secada con Na,SOQ,,
filtrada y evaporada a vacio para conseguir la mezcla racémica. Los dos
enantiomeros (—)-CMZ y (+)-CMZ fueron aislados del racémico, usando HPLC con
una columna semipreparativa Kromasil 100-TBB y hexano/2-propanol/acido
aceéticof/trietilamina (98:1:0.3:0.05, v/v/v/v) como eluyente y flujo de 2 mL/min (Ver
cromatograma en Figura 5.10). La identificacion de cada pico se realizd mediante

polarimetria.
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Figura 5.10. Cromatograma de HPLC obtenido durante la separacion de los
enantiomeros de la mezcla racémica de CMZ (fase estacionaria quiral, hexano/2-

propanol/acido acético/trietilamina 98:1:0.3:0.05 v/v/v/v como eluyente y deteccién UV.

5.4.3 Medidas de fluorescencia

Para realizar estos experimentos se utilizaron celdas de cuarzo de
dimensiones 10 mm x 10 mm y 4 mL de capacidad maxima. Las absorbancias se
fijaron por debajo de 0.2 a la longitud de onda de excitacion (Aexc = 330 nm) y los
experimentos se realizaron a 22°C. La instrumentacion utilizada se describe al final

de la tesis.

5.4.4 Fotodlisis en estado estacionario

Las disoluciones de (—)- o (+)-CMZ 6 x 10° M en PBS/aire se irradiaron a
355 nm usando luz de una lampara de Xe a través de un monocromador a la
longitud de onda seleccionada. El curso de las reacciones fue seguido registrando

los cambios en fluorescencia utilizando una Aex. = 330 nm.

5.4.5 Medidas de fotolisis de destello laser

Las medidas de FDL se realizaron a temperatura ambiente. La
absorbancia de las muestras se fij6 a 0.2 para la longitud de onda de excitacién

(355 nm), la potencia del laser fue de 15 mJ por pulso. Todos los espectros de
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absorcién transitoria se registraron utilizando celdas de cuarzo de 10 mm x 10 mm
y 4 mL de volumen maximo. Las cinéticas de desaparicion se monitorizaron a 320
nm. El valor de t1 se determiné por ajuste de la cinética a 320 nm a una ecuacion

monoexponencial (Ecuacion 5.1).

AA=AA, + Ae'"? (Ecuacion 5.1)

e Determinacion de las constantes de desactivacion por O, (kg):

Las disoluciones conteniendo (-)- o (+)-CMZ (A = 0.2 a 355 nm) en
presencia o ausencia de anfitrion se burbujearon con O,, aire o N, durante 15
minutos. Los tiempos de vida de triplete bajo las diferentes condiciones se
obtuvieron por FDL como se acaba de describir. Para determinar las constantes de
desactivaciéon por oxigeno (k,), se representd la inversa del tiempo de vida de
triplete en funcién a la concentracion relativa de oxigeno. La pendiente del ajuste
lineal proporciona el valor de kq (Figura 5.11), los valores se recogen en la Tabla
5.3.

6l " (-)CmMZ s 6l " (+)CMZ

1/x (s x 10°

‘©
x
pay -
/ \(9/ g
-
24 B 2+ //
;//
P
d -
-

04 o o4 o
00 04 08 12 16 00 04 08 12 16
[0,] mM [0,] mM
0.15 0.20
= (-)CMZ@AGAH (1:3) " = (+)-CMZ@AGAH (1:3) P
// 0.15] e
0.10 e /
wO / “’O
x /// ; 0.104 /
= -
< 0.054 e <
T /./ T 0.054 /
d /
< e
0.00 0.00-|
0.0 04 08 12 1.6 00 04 08 12 1.6
[O,] mM [0, mM
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Figura 5.11. Representaciones para el calculo de las constantes kq por oxigeno de

(-)-y (+)-CMZ en PBS y los distintos medios microheterogéneos.
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5.4.6 Caracterizacion espectroscépica de (-)-y (+)-CMZ

Espectro de absorcion UV de CMZ L./nm (log €): 268 (4.3) y 330 (3.2).

(-)-CMZ: RMN-'H (400 MHz, CDCl3) (5, ppm): 7.12-7.21 (m, 5H), 6.93-
6.99 (m, 2H), 4.05 (dd, , J; = 13.5 Hz, J, = 4.2 Hz, 1H), 3.51 (dd, J; = 13.5 Hz, J, =
8.4 Hz, 1H), 2.06-2.39 (m, 9H), 0.96 (d, J = 6.3 Hz, 3H); RMN-"C (100 MHz,
CDCl3) (8, ppm): 146.5, 144.7, 133.1, 128.0, 127.9, 127.8, 126.0, 124.5, 123.5,
119.1, 118.7, 116.6, 110.8, 64.9, 52.6, 46.4, 29.2, 17.2; Masa exacta calculada
para CygH,;N3S: 324.1534 (MH"); encontrada 324.1523.

(+)-CMZ: RMN-"H (400 MHz, CDCl;) (3, ppm): 7.12-7.21 (m, 5H), 6.93-
6.99 (m, 2H), 4.05 (dd, J; = 13.5 Hz, J, = 4.2 Hz, 1H), 3.51 (dd, J; = 13.5 Hz, J, =
8.4 Hz, 1H), 2.06-2.39 (m, 9H), 0.96 (d, J = 6.3 Hz, 3H); RMN-"C (100 MHz,
CDCl3) (8, ppm): 146.5, 144.7, 133.1, 128.0, 127.9, 127.8, 126.0, 124.5, 123.5,
119.1, 118.7, 116.6, 110.8, 64.9, 52.6, 46.4, 29.2, 17.2; Masa exacta calculada
para CygH,¢N3S: 324.1534 (MH"); encontrada 324.1538.
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5.4.7 Espectros RMN-'Hy -"°C

Espectros de RMN- 'H, -"°C y DEPT de (-)-CMZ (CDCl,)
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Espectros de RMN-"H, -"°C y DEPT de (+)-CMZ (CDCls)
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6.1 Introduccion

El metabolismo de los xenobidticos tiene lugar gracias a la actividad
enzimatica de los organismos vivos. En este proceso, mediante una amplia gama
de modificaciones quimicas, los xenobibticos son transformados en derivados mas
hidréfilos preparados para ser excretados. Los cambios metabdlicos son el
resultado de dos procesos secuenciales: las reacciones de fase |, que introducen
un nuevo grupo funcional en el xenobidtico original (oxidaciones, reducciones,
hidrdlisis, etc), y las de fase Il, que consisten en conjugaciones de los grupos
reactivos introducidos en la fase | (glucuronidacion, sulfatacién, acetilacion,
metilacion, etc).

La fotosensibilizacion es el proceso por el que ocurre una alteracion en
una entidad molecular como resultado de la absorcidon de radiacion por un
fotosensibilizador. De este modo, el fotdon absorbido se puede transformar en un
agente biologico danino, dando lugar a reacciones clinicas relacionadas con
procesos fototoxicos, fotoalérgicos y/o fotocarcinogénicos, que desembocan en
desérdenes biolégicos importantes. El dafio puede ocurrir por la modificaciéon
directa de las biomoléculas (isomerizacion, ruptura de enlaces, oxidacion, etc.) o
por la participacion de radicales libres, especies reactivas de oxigeno, etc.

Los metabolitos pueden conservar el croméforo principal del xenobidtico
original, y con ello su actividad fotosensibilizadora; también puede ocurrir que las
modificaciones quimicas que ocurren durante los procesos metabdlicos aumenten
el potencial sensibilizador. Esto puede ocurrir debido a diversos factores: i) el
desplazamiento batocrémico de las bandas de absorcion hacia las regiones UVA 'y
visible, ampliando la fraccion activa de luz solar; ii) la modificacion de las
propiedades fotofisicas de los estados excitados (rendimientos cuanticos, energias
de los estados excitados, tiempos de vida, etc.) asi como de su reactividad
fotoquimica (caracter acido-base, potencial redox, etc.); iii) una posible
funcionalizacion que favorezca la unidon covalente a biomacromoléculas
(fotounidn); iv) el aumento de la capacidad para generar especies reactivas de
oxigeno o v) una afinidad diferente por las proteinas transportadoras, lo cual

supone una modificacion de la biodisponibilidad.
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La clorpromazina (CPZ, Figura 6.1) es una fenotiazina utilizada durante
décadas como farmaco anti-psicético para el tratamiento de la esquizofrenia,
debido a su relacién favorable coste-utilidad y efectividad. Tras su administracion,
la CPZ es metabolizada por el cuerpo humano en varios derivados, entre ellos la
CPZ desmetilada (CPZ-MD) y la CPZ didesmetilada (CPZ-DD), (Figura 6.1)."?

Jone @ED
I\ACHs

CH, CH3
cpPz CPZ-MD

@ED L0

v -CHs

CH3

2

CPZ-DD PMZ

Figura 6.1. Estructuras quimicas del farmaco CPZ, sus metabolitos CPZ-MD y

CPZ-DD y su fotoproducto promazina (PMZ).

El espectro de absorcion de la CPZ alcanza la zona UVA, por tanto puede
ser excitada por luz solar. Se haya descrito que CPZ produce fotosensibilizacion,
fototoxicidad e induce desérdenes como fotodermatitis aguda.®?

Las propiedades de los estados excitados de la CPZ han sido
investigadas en el pasado. La banda de fluorescencia en PBS muestra un maximo
a 453 nm; el rendimiento cuantico de emision (¢) es 0.0036 y el tiempo de vida
0.35 ns. El espectro de absorcion transitoria obtenido mediante FDL, en
condiciones anaerobias y a baja energia, posee una banda centrada a 460 nm,
asignada al estado excitado triplete, con un ¢ de 0.73 y un tiempo de vida de 0.91
us en MeCN,"™"* mientras que el catién radical CPZ™ puede ser detectado a 525

nm."*"® Las reacciones de CPZ con bio(macro)moléculas han sido objeto de
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estudio tanto in vivo como in vitro, y se ha apuntado al farmaco como responsable
de la agregacion de proteinas o de producir dafio al ADN."®%

En ocasiones, el microambiente proporcionado por proteinas puede
proteger a los ligandos encapsulados en ellos, haciéndolos menos fototdxicos. Por
ejemplo, el cinacalcet unido a la ASH reacciona en menor medida con oxigeno
que la forma libre y por ello protege de los efectos nocivos causados por la
formacién de oxigeno singlete.24

La union de CPZ con ASs se ha investigado por dialisis de equilibrio y
fluorescencia.®*? Se ha descrito que la union a proteina ocurre mayoritariamente
en un sitio, con una constante de afinidad del orden de 10* M™%

El objetivo de este capitulo es investigar si la metabolizacion de CPZ en
CPZ-MD y CPZ-DD esta asociada con una modificacion de fototoxicidad del
farmaco de origen. Como estos metabolitos mantienen el cromdéforo de la CPZ, la
modulacién del comportamiento fotobioldgico seria el resultado de la modificacion
producida en la cadena N-sustituida que convierte a los metabolitos en especies
con distinta reactividad intrinseca y menor hidrofobicidad, que resultaria en una

menor unién a la proteina.

6.2 Resultados y discusion

6.2.1 Sintesis de los metabolitos de CPZ

La sintesis de CPZ-MD se realizd en dos pasos siguiendo un
procedimiento previamente descrito en la literatura que consiste en tratamiento
con cloroformiato de 1-cloroetilo para dar lugar a una sustituciéon de un metilo, que
posteriormente se trata con MeOH para dar lugar a CPZ-MD con buen rendimiento

(Figura 6.2), (Ver parte experimental para mas detalles).”®
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OO = 00 = CO0
_a _b
cl N cl N cl N
I\/\N/CH3 I\/\N/CHS K/\N/CHs
CHs %OYCI o ehe

cpz CH;, CPZ-MD
88 %

a: Cloroformiato de 1-cloroetilo, 0 °C, DCM, 1h
b: MeOH, reflujo, 45 min

Figura 6.2. Esquema de la sintesis de CPZ-MD.

La sintesis de CPZ-DD (Figura 6.3), se realizé en un solo paso siguiendo
el procedimiento experimental descrito en la bibliografia que consiste en la
reduccién del 3-(2-cloro-10H-fenotiazin-10-il)propanonitrilo con LiAIH, (Parte

experimental).*

—_—
cl N reflujo cl N

Figura 6.3. Esquema de la sintesis de CPZ-DD.

6.2.2 Comportamiento fotofisico de complejos
metabolito@proteina

En primer lugar, se registraron los espectros de CPZ, CPZ-MD, CPZ-DD y
PMZ (utilizada como referencia) en PBS. En los espectros de absorcion de CPZ,
CPZ-MD y CPZ-DD se observo la coincidencia en sus maximos a 254 y 305 nm
mientras que en PMZ aparecen a 252 y 300 nm (Figura 6.4).
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2.0
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Figura 6.4. Espectros de absorcion de la CPZ, CPZ-MD, CPZ-DD (5 x 10° M) y
PMZ (8 x 10° M) en PBS (pH = 7.4).

Los espectros de absorcidon de los cuatro compuestos en presencia de

ASH se desplazan a A mayores (Figura 6.5).

1.0
—— CPZ@ASH (1:2)
—— CPZ-MD@ASH (1:2)
—— CPZ-DD@ASH (1:2)
——PMZ@ASH (1:2)
= 0.5
5
%]
Qo
<
0.0 T T
300 350 400
A/ nm

Figura 6.5. Espectros de absorcion de la CPZ, CPZ-MD, CPZ-DD (5 x 10° M) y
PMZ (8 x 10° M) en presencia de ASH a relacién molar (1:2).

La fluorescencia en estado estacionario en PBS/N, mostré bandas de
emision centradas a 453 nm para CPZ, CPZ-MD y CPZ-DD y a 450 nm para PMZ

(Figura 6.6).
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—— CPZ-MD
—— CPz-DD
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Figura 6.6. Espectros de fluorescencia (Aexc = 330 nm) de CPZ, CPZ-MD, CPZ-DD
(5x10° M)y PMZ (8 x 10° M) con absorbancia 0.1 a 330 nm en PBS/N..

Como puede observarse, con respecto a la CPZ, la pérdida de un metilo
(CPZ-MD) o de los dos (CPZ-DD) no produce cambios significativos en el espectro
de emisién; sin embargo, la PMZ utilizada como modelo y que no posee Cl en la

posicion 2, exhibe un comportamiento distinto, con valores de ¢ mayores (Tabla

6.1).

Tabla 6.1. Rendimientos cuanticos de fluorescencia (¢) de CPZ, CPZ-MD, CPZ-
DD y PMZ en PBS/N..

Compuesto ¢ x 107

CPz 3.6
CPZ-MD 43
CPZ-DD 7.6

PMz 16.0

Como referencia se tomo el ¢k de la CPZ."™

En presencia de ASH, no se observé un claro desplazamiento de los
maximos de emision, pero si un aumento de la intensidad de la banda, indicando
la formacion del complejo CPZ@ASH (Figura 6.7). En estas condiciones no se
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observaron diferencias destacables entre CPZ y sus metabolitos CPZ-MD y CPZ-
DD (Tabla 6.2).

0.15
—— CPZ@ASH (1:2)
—— CPZ-MD@ASH (1:2)
_ —— CPZ-DD@ASH (1:2)
S 104 —— PMZ@ASH (1:2)
)
S
©
S
2
£ 0.05-
0.00 N
400 450 500 550 600

A/ nm

Figura 6.7. Espectros de fluorescencia (Aexc = 330 nm) de CPZ, CPZ-MD, CPZ-DD
(5x 10° M)y PMZ (8 x 10° M) en presencia de ASH a relacién molar (1:2), PBS/Na.

Tabla 6.2. Rendimientos cuanticos de fluorescencia (¢¢) para CPZ, CPZ-MD, CPZ-
DD y PMZ en ASH, PBS/Na.

¢Fx10'3

CPZ@ASH (1:2) 6.4
CPZ-MD@ASH (1:2) 6.9
CPZ-DD@ASH (1:2) 8.4

PMZ@ASH (1:2) 17.8

Como referencia se tomé el ¢ de la CPZ."

A continuacién, se obtuvieron los espectros de absorcion transitoria para
CPZ, CPZ-MD y CPZ-DD (a concentracién 8 x 10° M Y Aexc = 308 nm) en PBS/N,
en ausencia y presencia de ASH (Figura 6.8). Es de destacar, que para los tres
compuestos (pero especialmente para el farmaco), la banda con maximo a 470 nm
que corresponde al estado excitado triplete resulté mas prominente en presencia

de proteina.
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—=— CPZ@ASH (1:0)
e CPZ@ASH (1:2)

1.2

B —=— CPZ-MD@ASH (1:0)
—e— CPZ-MD@ASH (1:2)

0.0

400 500 600 700
Al nm

1.2

C N = CPZ-DD@ASH (1:0)
/ . CPZDD@ASH (1:2)
\

400 500 600 700

Figura 6.8. Espectros de absorcion transitoria de (A) CPZ, (B) CPZ-MD y (C) CPZ-
DD, con concentracion 8 x 10° M (Lexe = 308 nm PBS/aire) registrado 0.2 ps después del
pulso del laser en ausencia de ASH o en presencia de la misma (relacién molar

farmaco/proteina 1:2).
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La union a proteina se monitorizd a través del aumento del valor de AAqax
a A = 470 nm en presencia de cantidades crecientes de ASH (Figura 6.9).
Utilizando disoluciones que contenian CPZ, CPZ-MD o CPZ-DD y ASH (a
relaciones molares entre 1:0 y 1:3). El farmaco CPZ exhibié mayor afinidad a la
ASH, como demuestra el hecho de que la sefial del 3CPZ’, casi inexistente en
PBS, aumenta de manera considerable tras adicionar solamente 0.5 equivalentes
de ASH.

CPZ@ASH

—(1:0)

0.8
p
0.4
0.0
0 5 10 15 20
t/us
1.0
B
CPZ-MD@ASH
—(1:0)
—(1:0.5)
—(1:1)
g 051 —(12)
—(1:3)
mw;d',. .
w‘\ ;“»n‘p“l“ food 1) o)
W WA
0.0
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t/us
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CPZ-DD@ASH

0.0

Figura 6.9. Cinéticas de desaparicion de la sefial a A = 470 nm (Aexc = 308 nm,
PBS/aire) para (A) CPZ, (B) CPZ-MD y (C) CPZ-DD en presencia de cantidades crecientes
de ASH.

El grado de union relativo de CPZ y sus metabolitos a la proteina, se ha
calculado mediante el valor AA.: de la sefal a L = 470 nm en presencia de
cantidades crecientes de ASH, representando el cociente AA/AA, para cada
compuesto (Figura 6.10). Se observa que CPZ eperimenta los cambios mas
acusados cuando se une a ASH y que se hace menos apreciable cuando crece el

caracter hidrofilico de los metabolitos desmetilados.

14 a

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0
ASH eq.

Figura 6.10. Unién relativa de CPZ, CPZ-MD y CPZ-DD a ASH.
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Posteriormente, se utilizaron sondas de desplazamiento para investigar la
naturaleza del sitio de union de CPZ, CPZ-MD y CPZ-DD a ASH. La adicion de
warfarina (WAR, sonda de sitio 1) a una mezcla de CPZ y ASH resulté en una
disminucién significativa del valor de AAnsx a A = 470 nm (Figura 6.11A), lo que
indico el desplazamiento del farmaco, del sitio de unién de la proteina a la
disolucion. En cambio, la adicién de una sonda de sitio Il (ibuprofeno, IBU) no
supuso cambio alguno del valor de AAnsa 470 nm (Figura 6.11A). Los resultados
son consistentes con una preferencia por el sitio | de unién. Se observé la misma
tendencia en los casos de CPZ-MD y CPZ-DD (Figuras 6.11B-C).

1.0

A

—cPz
——CPZ@ASH (1:3)

—— CPZ@ASH@WAR (1:3:4)
—— CPZ@ASH@IBU (1:3:4)

0.8+

0.6 1
S
0.4 1
0.2
0.0
T T T T T
0 5 10 15 20 25
t/us
1.0
0.8 ——CPZ-MD
—— CPZ-MD@ASH (1:3)
—— CPZ-MD@ASH@WAR (1:3:4)
0.64 —— CPZ-MD@ASH@IBU (1:3:4)
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1.0

0.8 ——CPZ-DD

—— CPZ-DD@ASH (1:3)

—— CPZ-DD@ASH@WAR (1:3:4)
—— CPZ-DD@ASH@IBU (1:3:4)

0.6

Figura 6.11. Cinéticas de desaparicion de la sefal a L = 470 nm (Aexc = 308 nm,
PBS/aire) para (A) CPZ, (B) CPZ-MD vy (C) CPZ-DD en presencia de ASH (1:3) y de
sondas de sitio | (WAR) y sondas de sitio Il (IBU) (1:4) de relacion molar.

6.2.3 Irradiaciones en medio proteico

CPZ y sus metabolitos se irradiaron usando luz monocromatica (Ai; = 330
nm), en PBS/aire (Figura 6.12). El curso de la reaccién fue monitorizado
registrando los cambios en la emisién (Ae = 330 Nm) a tiempos crecientes de
irradiaciéon. Es conocido que CPZ da lugar a dos fotoproductos: uno mayoritario
resultante de deshalogenacién (con maximo a 460 nm en el espectro de
fluorescencia) y uno muy minoritario formado por oxidacion (el sulféxido, con
maximo a 380 nm).* Se observé la formacién del fotoproducto de

deshalogenacion a 460 nm en todos los casos.

0.12

0.094

0.06 1

Intensidad / u. a

0.034 4

0.00
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Figura 6.12. Espectros de fluorescencia obtenidos tras irradiar a 330 nm (A) CPZ,

(B) CPZ-MD y (C) CPZ-DD (5 x 10°° M, Aexc = 330 nm, PBS/aire, 0 a 12 min).

Se realizaron irradiaciones similares en presencia de ASH (Figura 6.13).

En todos los casos se observdé nuevamente la formacion del fotoproducto

deshalogenado a 460 nm.
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Figura 6.13. Espectros de fluorescencia obtenidos tras irradiar a 330 nm (A) CPZ,
(B) CPZ-MD y (C) CPZ-DD (5 x 10”° M, Lexe = 330 nm, PBS/aire, 0 a 12 min) en presencia
de 2 equivalentes de ASH.

Para investigar si CPZ y sus metabolitos se unian covalentemente a la

proteina tras ser irradiados, se realizaron experimentos similares a los del Capitulo
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3 de esta Tesis, en los que tras 10 minutos de irradiacion se desnaturaliza la
proteina mediante GndCl y posteriormente se filtra a través de sephadex. Los

resultados obtenidos se muestran en la Figura 6.14.

044 A CPZ@ASH (1:2)
——O0minhv
5 —— 10 min hv
: 0.3+ —— 10 min hv + filtrado seph.
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®©
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Figura 6.14. Espectros de fluorescencia de (A) CPZ, (B) CPZ-MD y (C) CPZ-DD
en presencia de ASH (2 eq.) tanto no irradiados como irradiados antes y después del
tratamiento con sephadex. [CPZ = CPZ-MD = CPZ-DD] =5 x 10°M y (Air = hexe = 330 nm).
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En todos los casos parece observarse una ligera union covalente de los
compuestos a la proteina, si bien no se puede cuantificar de modo riguroso al

trabajar con valores y rangos de rendimientos cuanticos tan bajos.

6.3 Conclusiones

Se ha estudiado el comportamiento fotofisico y fotoquimico del farmaco
antipsicético CPZ y de sus metabolitos desmetilados CPZ-MD y CPZ-DD en
disolucion y en presencia de ASH. En las mezclas huésped@ASH se evidencié un
ligero aumento de ¢r en todos los casos indicando una unién supramolecular a
ASH. Mediante la técnica de FDL se observé el aumento de AAq: en las cinéticas
del estado excitado triplete a medida que aumenta la cantidad de ASH. La
complejacién de todos los compuestos se evidencia por los valores de AAnx
especialmente en el caso de CPZ (el mas hidrofébico). Mediante el uso de sondas
de desplazamiento se ha determinado que tanto CPZ como sus metabolitos se
unen al sitio | de la ASH puesto que so6lo la warfarina consiguié una disminucion
significativa del valor de AA.s @ A = 470 nm, indicando el desplazamiento del
farmaco del sitio de union de la proteina a la disolucion. Al irradiar CPZ, CPZ-MD y
CPZ-DD en disolucion acuosa y en presencia de proteina, se observa la formacion
de PMZ. El tratamiento de la mezcla de irradiacion con GndCl y sephadex apunta

a un bajo grado de union fotoquimica covalente a la proteina.

6.4 Procedimiento experimental

6.4.1 Reactivos y disolventes

Clorpromazina (CPZ-HCIl), promazina (PMZ-HCI), 3-(2-cloro-10H-
fenotiazin-10-il)propanonitrilo, cloroformiato de 1-cloroetilo (ACE-CI), albumina
sérica humana (ASH), cloruro de guanidinio (GndCl), tetrahidruro de litio y aluminio
(LiAIH,4), warfarina (WAR) e ibuprofeno (IBU) fueron adquiridos comercialmente.
Los disolventes (metanol, 2-butanona, tetrahidrofurano, cloroformo) y el acido
clorhidrico fueron de grado analitico. Las disoluciones de PBS (0.01 M, pH = 7.4)

fueron preparadas disolviendo las pastillas comerciales en la cantidad apropiada
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de agua desionizada. Las columnas para filfrado por tamafio G-25 Sephadex

(PD10) fueron adquiridas comercialmente.

6.4.2 Obtencién de CPZ-MD y CPZ-DD

Para sintetizar CPZ-MD se siguieron dos pasos: en primer lugar se aisl6 la
base libre de la CPZ de la sal de hidrocloruro disolviendo 2 g de sal en agua y
basificando con NH,OH, obteniendo 1.8 g (5.6 mmol) de CPZ. Se disolvié en DCM
y se afadieron 0.720 ml (6.7 mmol) de ACE-CI poco a poco con agitacion y a 0°C.
La mezcla se mantuvo a reflujo durante una hora. Tras enfriar se evaporé el
disolvente y el residuo se disolvié nuevamente en DCM y se afiadieron 50 mL de
éter dietilico. La disolucién se lavé con 20 mL de agua en tres ocasiones. La fase
organica se secé sobre MgSO, anhidro y se evapord el disolvente hasta la
obtencién cuantitativa del compuesto intermedio 3-(2-cloro-10H-fenotiazin-10-
il)propilmetilcarbamato de 1-cloroetilo que se usé sin una posterior purificacion en
el paso siguiente. Para ello, se disolvié en metanol y se mantuvo a reflujo durante
45 min. Se dejo enfriar, se evaporo el disolvente y se recristalizé6 con 2-butanona
obteniendo un rendimiento del 88% de sal hidrocloruro de CPZ-MD.

La sintesis de CPZ-DD consisti6 en la reduccion de 3-(2-cloro-10H-
fenotiazin-10-il)propanonitrilo. Para ello, 200 mg (0.70 mmol) del compuesto se
colocaron en un extractor soxhlet y se extrajo con THF anhidro conteniendo 61 mg
(1.61 mmol) de LiAlH,. Para finalizar la reaccion se afnadié agua con 20% de
hidréxido sédico (5 mL). Las sales inorganicas se desecharon por filtrado y se
realizé una extraccion liquido-liquido con THF; la parte organica se seco con
MgSQO, y se afiadieron unas gotas de acido clorhidrico concentrado para hacer
precipitar la sal hidrocloruro de CPZ-DD, que tras evaporacion del disolvente y

recristalizacion con etanol se obtuvo con un rendimiento del 35%.
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6.4.3 Medidas de fotdlisis de destello laser

Las medidas de FDL se realizaron a temperatura ambiente y la
absorbancia de las muestras se fij6 a 0.3 para la longitud de onda de excitacién
del Iaser (308 nm), utilizando una potencia de 30 mJ por pulso. Todos las cinéticas
y los espectros de absorcién transitoria se registraron utilizando celdas de cuarzo
de dimensiones 10 mm x 10 mm y 4 mL de capacidad maxima. Las cinéticas de

desaparicion se monitorizaron a 470 nm (*CPZ).

6.4.4 Medidas de fluorescencia

Se utilizaron celdas de cuarzo de dimensiones 10 mm x 10 mm y 4 mL de
capacidad. La absorbancias se fijaron por debajo de 0.2 a la longitud de onda de

excitacion (Aexc = 330 nm). Los experimentos se realizaron a 22°C.

6.4.5 Fotodlisis en estado estacionario

Las disoluciones de CPZ, CPZ-MD y CPZ-DD (5 x 10™° M) en presencia de
ASH se colocaron en celdas de cuarzo para su irradiacion utilizando la propia
lampara de Xenon del espectrofotometro de 150W, irradiando a 330 nm de
manera monocromatica a distintos tiempos. El curso de las reacciones fue seguido

registrando los cambios de los espectros de emision (Aeye = 330 Nnm).

6.4.6 Tratamiento con GndCl y filtrado sephadex

A los 3 mL de disolucion conteniendo CPZ en presencia de ASH (2 eq.) se
afiadieron 1.72 g de GndCIl 6 M, desnaturalizando la proteina, cambiando su
estructura y rompiendo las interacciones no covalentes con el sustrato. Una vez
esperado el tiempo para que el GndCl se disolviera completamente se procedi6 a
su filtrado mediante una columna P-10 de Sephadex siguiendo el protocolo tal
como marca la casa comercial. Primero haciendo pasar PBS (25 mL), y tras
enrasar se anadieron 2.5 mL de la disolucion CPZ@ASH + GndCl, tras enrasar y

despreciar ese volumen, se eluy6 con 3.5 mL de PBS, siendo recogido para medir
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su absorcion y emision. El mismo procedimiento se siguié con CPZ-MD@ASH y
CPZ-DD@ASH.

6.4.7 Caracterizaciéon espectroscépica de CPZ-MD y CPZ-DD

Espectro de absorcion UV de CPZ, CPZ-MD y CPZ-DD J,s/nm (log ¢):
254 (4.5) y 306 (3.6).

3-(2-cloro-10H-fenotiazin-10-il)-N-metilpropan-1-amina (CPZ-MD). RMN-'H
(400 MHz, CD30D) (8, ppm): 7.22 — 7.29 (m, 1H), 7.19 (dd, J = 7.7, 1.4 Hz, 1H),
7.14 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.04 — 7.10 (m, 2H), 7.01 (ddd, J = 10.2, 7.8, 1.5 Hz, 2H),
4.08 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 3.09 (dd, J = 9.1, 6.9 Hz, 2H), 2.63 (s, 3H), 2.15 (tt, J =
12.7, 6.4 Hz, 2H); RMN-"C (100 MHz, CD;0D) (5, ppm): 148.0, 145.7, 134.7,
129.3, 129.0, 128.7, 127.1, 126.2, 124.7, 124.0, 117.6, 117.4, 48.2, 45.1, 33.7,
24.7; Masa exacta calculada para CiH4/No,SCl: 304.0801 m/z [M-HCI]
encontrada 304.0788.%°

3-(2-cloro-10H-fenotiazin-10-il)-propan-1-amina (CPZ-DD). RMN-'H (300
MHz, CD;0D) (8, ppm): 7.25 (ddd, J = 8.2, 7.3, 1.5 Hz, 1H), 7.18 (dd, J = 7.7, 1.5
Hz, 1H), 7.13 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.04 — 7.10 (m, 2H), 6.95 — 7.04 (m, 2H), 4.08 {t,
J = 6.4 Hz, 2H), 2.98 — 3.09 (m, 2H), 2.13 (dq, J = 14.2, 6.3 Hz, 2H); RMN-"3C (75
MHz, CDCl;) (8, ppm): 148.0, 145.7, 134.7, 129.3, 128.92, 128.6, 127.0, 126.1,
124.6, 123.9, 117.6, 117.4, 45.2, 38.6, 26.0.
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6.4.8 Espectros RMN-'Hy -'*C

Espectros de RMN-'H y -"°C de CPZ-MD (CD,0D)

.
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Espectros de RMN-'H y -"*C de CPZ-DD (CD;0D)
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7.1 Instrumentacién general

Los espectros de resonancia magnética nuclear de protén y carbono
("H-RMN y C-RMN) se registraron utilizando un espectrémetro Bruker Avance |lI-
400 y Magnet System 400 Ascend/R, utilizando como disolvente cloroformo,
dimetilsulféxido o metanol deuterados. Los valores de desplazamiento quimico (3),
expresados en partes por millén (ppm), son relativos a la sefal residual del
cloroformo no deuterado a 7.26 ppm, para el caso del cloroformo deuterado. En
los espectros realizados en dimetilsulféxido deuterado se usé como referencia 2.5
ppm y para el metanol deuterado la sefal residual del metanol no deuterado a 3.3

ppm. Los valores de las constantes de acoplamiento (J) se indican en hercios (Hz).

Los analisis de cromatografia de gases-espectrometria de masas se
registraron con un espectrometro compuesto de los siguientes equipos: Agilent
5973 Network Mass Selective Detector, Hewlett Packard HP 6890 Series GC
System y Agilent Technologies 7683 Series Injector.

Para la separacidon y purificaciéon semipreparativa por cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC) se utilizd6 un cromatografo JASCO UV-1575
intelligent UV/Vis Detector, JASCO PU-2080 Plus intelligent HPLC Pump, JASCO
LG-2080-04 Quaternary Gradient Unit y JASCO DG-2080-54 4-Line Degasser.
Con fase estacionaria quiral o de fase reversa segun el caso. Para seguir cinéticas
de irradiacién y/o poner a punto métodos de separacion se utilizdé un HPLC

analitico Waters 600 con un detector de matriz de fotodiodos Waters 2996.

La difraccion de rayos-X de monocristal se realizé en la Unidad de

Rayos-X de la Universidad de Santiago de Compostela.

La determinacion de la masa exacta se realizé en un sistema ACQUITY
UPLC (Waters Corp.) con un inyector automatico acondicionado a 4 °C. El
espectrometro ACQUITY Waters™ XevoQToF (Waters Corp.) se conecta al
sistema UPLC a través de una interfaz de ionizacién por electrospray (ESI). La

fuente ESI se hizo funcionar en modo de ionizacidon positiva o negativa segun el
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caso, con un voltaje capilar de 3.0 kV. Los flujos de gas de cono y desolvatacion
fueron 100 L h™ y 800 L h™, respectivamente. Todos los datos se recogieron en
modo Centroide y se adquirieron usando el software Masslynx™ (Waters Corp.).
Los espectros de masas de alta resolucion (HRMS) se realizaron en el ITQ de la

Universitat Politécnica de Valéncia.

7.2 Instrumentacion fotoquimica

Los espectros de absorcion ultravioleta-visible (UV-vis) se registraron
en un espectrofotémetro JASCO modelo V-650.

Para los experimentos de fluorescencia en estado estacionario se
utilizé un espectrofluorimetro JASCO modelo FP-8500, equipado de un SCE-846 y

una lampara de Xeno6n de 150 W.

Las medidas de fluorescencia en tiempo resuelto se realizaron en un
espectrofluorimetro EasyLife X (Optical Building Blocks) con un detector PTI de
resolucién temporal en la escala de nanosegundos, utilizando lamparas de
excitacion LED de distintas longitudes de onda asi como filtros para recortar el

espectro por debajo de la longitud de onda deseada.

La irradiacion fotoquimica en estado estacionario de los compuestos
se realiz6 en un fotorreactor multiliampara Luzchem, provisto con 10 lamparas,
situando 5 en cada lateral del fotorreactor. Cada ldmpara posee una potencia de 8
W. Las longitudes de onda de emision maxima con las que se puede irradiar son
de 254, 300 y 350 nm. El sistema posee un ventilador para la refrigeracion de la
muestra y un agitador magnético para favorecer la homogeneizacién de la misma.
Para los experimentos irradiando con luz monocromatica se empleé la lampara de
Xenén de 150 W, que permite el paso de la luz de A seleccionada con un

monocromador.

Para los experimentos de fotdlisis de destello laser (FDL) se utilizaron
dos equipos diferentes: un laser pulsado Nd-YAG (L52137V LOTIS TII) con

duracion de pulso de 10 ns y energia 10 - 15 mJ/pulso para la excitacion a 355 nm
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o un laser excimero de XeCl (LEXTRA 50 Lambda Physik Laser Technik), con
duracién ca. 17 ns y energia 30 mJ/pulso para la excitacion a 308 nm. En ambos
casos, se empled una lampara de Xenén Oriel Lo255 (Statford, CT) como fuente
de luz para el analisis de las especies transitorias. El sistema de FDL consiste en
un laser pulsado, una 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 fue transferida a un ordenador personal donde los datos se

trataron mediante el programa Onda.
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Conclusiones generales

De la presente tesis doctoral que se enmarca dentro de la fotofisica y la

fotoquimica de farmacos que poseen un cromoéforo de tipo carbazol (CBZ) o

fenotiazina (FTZ) en medios biomiméticos, se pueden extraer las siguientes

conclusiones:

A)

B)

Se han encontrado dos sitios diferentes para la unién del éster metilico del
caprofeno (CPFMe) a la ASB. Ello se obtiene monitorizando la banda de
3CPFMe’ a 430 nm y mediante un ajuste de dos términos
monoexponenciales, donde el tiempo de vida mas corto es atribuido al sitio
I. No se observa estereodiferenciacion en los tiempos de vida de triplete
medidos mediante fotdlisis de destello laser en presencia de ASB; en
cambio, en AGAB, el enantiémero (S) exhibié un T+ mucho menor que (R)-
CPFMe. De los experimentos de fotdlisis en estado estacionario de (R)- y
(S)-CPFMe en AGAB (1:2) se observo que fotounion covalente, en mayor
grado para (S)-CPFMe. EI mecanismo propuesto relaciona la
fotodeshalogenacion reductiva desde el estado excitado triplete de (S)-
CPFMe, dando lugar a la formacién de un aducto covalente (S)-CBZMe-
AGAB.

La fotodeshalogenacion de cloroaromaticos puede producirse desde el
estado excitado triplete, incluso cuando su energia es insuficiente para
provocar la ruptura homolitica C-Cl. Aqui se proporciona una prueba clara
que correlaciona el “self-quenching” del estado excitado triplete observado
de las diadas CPF-CPF y CPF-CBZ basadas en clorocarbazol con la
fotorreactividad, a través de transferencia electrénica intramolecular. La
fotodeshalogenacion reductiva ocurre a través de la formacién de especies
con separacion de carga. Las tendencias observadas en los tiempos de
vida de triplete, asi como los efectos del disolvente en la fotorreactividad

estan totalmente de acuerdo con el mecanismo propuesto.
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C)

D)

La fotooxidacion de ciamemazina (CMZ) ocurre a través de una
fotoionizacion y posterior “trapping” del cation radical resultante por
oxigeno, dando lugar al correspondiente N,S-dioxido. Esta reaccion es
extremadamente sensible al medio y constituye una sonda apropiada para
localizar este farmaco en diversos tipos de microambientes. El proceso de
encapsulacion en AGAs, CDs y micelas SDS puede ser monitorizado por
un desplazamiento hipsocromico de la banda de fluorescencia. Los
experimentos de fotdlisis de destello laser revelan importantes cambios
asociados a la encapsulacion, principalmente una generacion del estado
excitado triplete mas selectiva, con valores de tr mas largos. La
fotoionizacién a CMZ™ esta desfavorecida en medios biomiméticos, debido
al ambiente lipofilico. La menor velocidad de fotooxidacion corresponde a
CMZ en micelas SDS y AGAs.

Se ha monitorizado mediante FDL la unién de clorpromazina (CPZ) y dos
de sus metabolitos, CPZ-MD y CPZ-DD (mono y didesmetilado,
respectivamente) en presencia de cantidades crecientes de ASH,
siguiendo el aumento del valor de AAs de 3CPZ* tras la adicién de
cantidades crecientes de proteina. El mayor grado de unién se observa en
el farmaco de origen, de acuerdo con su caracter mas hidrofébico. El uso
de warfarina como sonda de desplazamiento de sitio | indica que los tres
compuestos solo se unen a este sitio. Se observa fotounién a ASH en
todos los casos mediante ligeros cambios en los espectros de

fluorescencia.
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Conclusions

This doctoral thesis deals with the photophysics and photochemistry of

drugs containing a carbazole (CBZ) or phenothiazine (FTZ) chromophore in

biomimetic media. From the obtained results, it can be concluded that:

A)

B)

C)

LFP of CPFMe@BSA: monitorization of the *CPFMe* band at % = 430 nm
indicates the presence of two different binding sites. No significant
stereodifferentiation in the t; values is observed. LFP of CPFMe@BAAG:
monitorization of the *}CPFMe* band at A = 430 nm points to one binding
site. The (S)-enantiomer exhibits much lower 11 value than (R)-CPFMe.
Irradiation of CPFMe@BAAG: Photobinding occurs, with a higher binding
degree for the (S)-enantiomer. The proposed mechanism involves

reductive photodehalogenation from *CPFMe”.

After irradation of 1, monodehalogenation occurs leading to 2, which in turn
dehalogenates to afford 3. The processes have been followed by HPLC
and all the photoproducts have been isolated and spectroscopically
characterized. By LFP, self-quenching of the directly observed triplet
excited states of CPF-based dyads 1 and 2 (An.x = 430 nm) has been
demonstrated, by comparison with the behavior of CPFMe. The *CPF" self-
quenching can be correlated with reductive photodehalogenation, which
occurs from the resulting charge separated species. The trends observed
in the triplet lifetimes (t1 shorter in halogenated dyads), as well as the
solvent effects on photoreactivity (MeCN vs THF), are in full agreement

with this mechanistic picture.

Photooxidation of CMZ occurs through photoionization followed by trapping
of the radical cation by oxygen. Thus, the reaction is extremely sensitive to
the medium and constitutes an appropriate probe for localization of the
drug within a variety of microenvironments. The slowest photooxidation

rate is in SDS and AAGs, where photoionization is nearly negligible, since
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D)

the drug is in a hydrophobic domain hardly accessible from the aqueous
medium. The encapsulation process can be followed by fluorescence
spectroscopy, through a clear hypsochromic shift, together with
significantly enhanced quantum vyields and lifetimes. LFP reveals
diagnostically important changes associated with encapsulation,
especifically more selective generation of the triplet excited state, which
turns out to be much longer-lived. A good correlation is observed between
the photophysical properties and the photochemical reactivity. Thus, the
slowest photooxidation rate corresponds to CMZ in SDS micelles and
AAGs, where the drug is located in a more hydrophobic domain, hardly
accessible from the aqueous medium, and photoionization is nearly
negligible.

Binding of CPZ and two CPZ phase | metabolites (MDCPZ and DDCPZ) to
HSA has been monitored by laser flash photolysis, following the
enhancement of the AA,., value of *CPZ* (A = 470 nm) after addition of
increasing amounts of protein. The binding degree is CPZ > MDCPZ >
DDCPZ, in agreement with the higher hydrophobic character provided by
methyl substitution at the amine position. The use of warfarin as site |
probe indicates that the three compounds only bind to this site. Low
photobinding to HSA, monitored by following subtle changes in the

fluorescence spectra, is observed in all cases.
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Resumen

En la presente tesis doctoral se ha planteado el uso de medios
biomiméticos como albuminas séricas (ASs), a4-glicoproteinas acidas (AGAs),
ciclodextrinas (CDs) y micelas (SDS) combinado con técnicas fotofisicas
(fluorescencia (F) y fotdlisis de destello laser (LFP)) para investigar la
fotosensibilizacion por farmacos que contienen un croméforo carbazol (CBZ) o
fenotiazina (FTZ).

En primer lugar, se ha estudiado el fotocomportamiento del éster metilico
del carprofeno (CPFMe) en presencia de albumina sérica bovina (ASB). Las
cinéticas de desaparicion de los estados excitados triplete de CPFMe en presencia
de ASB 1:2 de relacién molar, monitorizados a 430 nm, fueron ajustadas mediante
dos términos monoexponenciales y por tanto dos tiempos de vida de triplete (t7),
lo cual reveld dos sitios de unién diferentes a la proteina. El 1t menor se asocié al
CPFMe presente en el sitio |, basado en la desactivacion del *CPFMe* por
triptéfano (Trp) alojado en ese sitio de la proteina a través de un mecanismo de
transferencia electrénica (TEl). No se encontraron diferencias significantes entre
(S)- y (R)-CPFMe. En a4-glicoproteina acida bovina (AGAB), se observé un unico
sitio de unién para ambos enantidmeros de CPFMe. En este caso se observo
estereodiferenciacion en los tiempos de vida de triplete de los complejos
CPFMe@AGAB, con un valor de tr mas corto para el enantiomero (S). Ademas,
se detectd fotounién de CPFMe a AGAB por los consiguientes cambios en los
espectros de fluorescencia de las mezclas CPFMe@AGAB antes y después de
irradiar. El proceso fue mas eficiente para (S)-CPFMe. El mecanismo propuesto
relaciona la fotodeshalogenacion reductiva desde el estado excitado triplete de
(S)-CPFMe, dando lugar al aducto covalente (S)-CBZMe-AGAB.

En los derivados cloroaromaticos se asume que la deshalogenacion ocurre
a través del estado excitado triplete, aunque normalmente su energia es
insuficiente para provocar una ruptura homolitica C-Cl dando lugar a radicales arilo
y atomos de cloro. Para evitar la termodinamica desfavorable de este paso, se ha

propuesto que en el mecanismo real de reaccién esté involucrada la formacion de
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excimeros triplete. En este contexto, para profundizar en el mecanismo de
deshalogenacion del CPFMe, se han sintetizado e irradiado dos diadas
diastereoméricas basadas en CPF (CPF-CPF y CPF-CBZ). El “self-quenching” de
los estados excitados triplete en ambas diadas es mucho mas rapido que en
CPFMe, y es relacionado con la formacién de especies con separacién de carga,
claramente desfavorecido en disolventes apolares como tetrahidrofurano (THF).
Las tendencias observadas en los t1, asi como los efectos del disolvente en la
fotorreactividad estan de acuerdo con la teoria de una deshalogenacion
fotoreductiva como mecanismo en sistemas basados en CPF.

Se ha investigado la fotoquimica del farmaco neuroléptico ciamemazina
(CM2Z) en medios biomiméticos. El proceso de encapsulacion ha sido seguido por
espectroscopia de fluorescencia, como un desplazamiento hipsocromico de la
banda, asi como un aumento de los rendimientos cuanticos y de los tiempos de
vida. La FDL reveld importantes cambios asociados a la encapsulacion,
especificamente una generacion del estado excitado triplete mas selectiva, los
cuales viven mas tiempo. La fotooxidacion de CMZ ocurre a través de
fotoionizacion; el catién radical resultante es atrapado por oxigeno para formar su
fotoproducto N,S-diéxido. La reacciéon ha sido monitorizada por espectroscopia de
fluorescencia, por la aparicién progresiva de la banda de emisién caracteristica a
longitudes de onda mas cortas. Este proceso resulté ser desfavorecido en los
microambentes utilizados, debido a su naturaleza lipofilica. La velocidad de
fotooxidacién mas lenta corresponde a CMZ en micelas SDS y en AGAs, donde el
farmaco se encuentra en un dominio mas hidrofébico, dificilmente accesible desde
el medio acuoso y donde la fotoionizacion es practicamente despreciable.

La fotdlisis de destello laser del antipsicotico clorpromazina (CPZ) y dos de
sus metabolitos de fase | CPZ-MD y CPZ-DD (mono y didesmetilado,
respectivamente) en presencia de cantidades crecientes de albumina sérica
humana (ASH) ha permitido monitorizar la union a proteina, por el aumento del
valor de AAnax del ‘cpz* (monitorizado a 470 nm). Como se esperaba, el grado de
union fue mayor para el farmaco de origen, de acuerdo con su caracter mas

hidrofébico. El uso de warfarina como sonda de desplazamiento del sitio | indico
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que los tres compuestos solo se unen a este sitio. Se observé una ligera fotounion
a ASH en todos los casos, monitorizada siguiendo los cambios sutiles en los

espectros de fluorescencia.
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Resum

En la present tesi doctoral s'ha plantejat I's de mitjans biomimétics com
albumines seériques (ASs), a4-glicoproteines acides (AGAs), ciclodextrines (CDs) i
micel-les de dodecil sulfat sodic (SDS) combinat amb técniques fotofisiques com a
fluorescéncia (F) i fotolisi de llampada laser (FLL) per a investigar la
fotosensibilitzacié per farmacs que contenen un cromofor tipus carbazol (CBZ) o
fenotiazina (FTZ).

En primer lloc, s'ha estudiat el comportament de I'éster metilic del
carprofén (CPFMe) en presencia d'albumina sérica bovina (ASB). Les cinétiques
de desaparicié dels estats excitats triplet de CPFMe en presencia de ASB 1:2 de
relacid molar, monitoritzats a 430 nm, van revelar dos llocs d'unié6 de CPFMe a la
proteina; el temps de vida menor es va associar al lloc | a causa de la desactivacié
del *CPFMe* per triptofan (Trp) allotjat en eixe lloc de la proteina a través d'un
mecanisme de transferéncia electronica (Te); no es van observar diferéncies
significatives entre (S)- i (R)-CPFMe. En a4-glicoproteina acida bovina (AGAB),
CPFMe es va encapsular en un unic lloc d'unié. En aquest cas, es va observar
estereodiferenciaci6 en els temps de vida de triplet dels complexos
CPFMe@AGAB, amb un valor més curt per a I'enantiomer (S). A més, es va
detectar fotounié6 de CPFMe a AGAB pels conseglients canvis als espectres de
fluorescéncia de les mescles CPFMe@AGAB abans i després d’irradiar. El procés
va ser més eficient per a (S)-CPFMe. El mecanisme proposat relaciona la
fotodeshalogenacio reductiva des de l'estat excitat triplet de (S)-CPFMe i que
forma el corresponent adducte (S)-CBZMe-AGAB.

Als derivats cloroaromatics s’assumeix que la deshalogenacid ocorre a
través del estat excitat triplet, encara que normalment la seua energia es
insuficient per a provocar una ruptura homolitica C-Cl donant lloc a radicals arilo i
atoms de clor. Per a evitar la termodinamica desfavorida d’aquest pas, s’ha
proposat que al mecanisme real de reaccié estigui involucrat la formacié de
excimers triplet. En aquest context, per aprofundir en el mecanisme de

deshalogenaci6 del CPFMe, s'ha sintetitzat e irradiat dos diades
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diastereomériques (CPF-CPF i CPF-CBZ). El “self-quenching” dels estats excitats
triplet de ambdues diades es molt més rapid que en CPFMe, i es relaciona amb la
formacié d’espécies amb separaci6 de carrega, clarament desfavorit en
dissolvents apolars com tetrahidrofura (THF). Les tendéncies observades en els tr,
aixi com els efectes del dissolvent en la fotorreactivitat estan d’acord amb la teoria
d’'una deshalogenacié fotoreductiva com a mecanisme en sistemes basats en
CPF.

S'ha investigat la fotoquimica del farmac neuroléptic ciamemazina (CMZ)
en medis biomimétics. El procés d’encapsulacio ha estat seguit per espectroscopia
de fluorescéncia, com un desplagament hipsocromic de la banda, aixi com un
augment dels rendiments quantics i dels temps de vida. La FLL va revelar canvis
importants associats a I'encapsulacid, especificament una generacié de I'estat
excitat triplet més selectiva i amb temps de vida més llarg. La fotooxidaciéo de CMZ
ocorre a través de fotoionitzacio; el catio radical resultant es atrapat per oxigen per
a formar el seu fotoproducte N,S-didoxid. La reaccié ha estat monitoritzada per
espectroscopia de fluorescéncia, per I'aparicié progressiva de la banda de emissié
caracteristica a longituds d’ona més curtes. Este procés resulta ser desfavorit als
microambients utilitzats, degut a la seua naturalesa lipofilica. La velocitat de
fotooxidacié més lenta correspon a CMZ en micel-les SDS i en AGAs, on el farmac
esta en un domini més hidrofobic, dificilment accessible des del medi aqués i on la
fotoionitzacio és practicament menyspreable.

La fotdlisi de llampada laser de l'antipsicotic clorpromazina (CPZ) i dos
dels seus metabolits CPZ-MD i CPZ-DD (mono i didesmetilat, respectivament) en
preséncia de quantitats creixents d’albumina sérica humana (ASH) ha permeés
monitoritzar la unié a proteina, mitjangant 'augment del valor de AA.x del *cpz’
(monitoritzat a 470 nm). Com era d’esperar, el grau d’unié va ser major per al
farmac d’origen, d’acord amb el seu caracter més hidrofobic. L’Us de warfarina
com a sonda de desplagament del lloc | va indicar que els tres compostos només
s’uneixen a eixe lloc. Es va observar una lleugera fotounié a ASH en tots els casos

per monitoritzacié dels canvis subtils als espectres de fluorescéncia.
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Abstract

In this thesis, the use of biomimetic media such as serum albumins
(SAs), as-acid glycloproteins (AAGs), cyclodextrins (CDs) and sodium dodecyl
sulfate (SDS) micelles is combined with photophysical techniques (fluorescence (F)
and laser flash photolysis (LFP)) to investigate the issue of photosensitization by
drugs or drug derivatives containing a triciclyc heteroaromatic chromophore,
namely carbazole (CBZ) or phenothiazine (FTZ).

The photobehavior of the methyl ester of carprofen (CPFMe) in the
presence of bovine serum albumin (BSA) has been addressed first. The decay of
triplet excited state of CPFMe in the presence of BSA at 1:2 molar ratio, monitored
at 430 nm, needed two monoexponential terms and thus two triplet lifetimes (t7) for
a satisfactory fitting, which revealed binding to two different sites within the protein.
The shorter value of tr was ascribed to CPFMe present in site |, based on the
quenching of *CPFMe* by the tryptophan (Trp) residue located in this pocket,
through an electron transfer mechanism. No significant differences were found
between (S)- and (R)-CPFMe. Within bovine o-acid glycloprotein (BAAG), only
one binding site was observed for both CPFMe enantiomers. In this case,
stereodifferentiation was observed in the triplet lifetimes in CPFMe@BAAG
complexes, with the shorter 11 values for the (S)-enantiomer. Moreover, CPFMe
photobinding to BAAG was detected by following the changes in the fluorescence
spectra of CPFMe@BAAG mixtures before and after irradiation. The process was
more efficient for (S)-CPFMe. The proposed mechanism involves a reductive
photodehalogenation from the triplet excited state of (S)-CPFMe, giving rise to
covalent adduct (S)-CBZMe-BAAG.

In chloroaromatic derivatives, dehalogenation is assumed to proceed from
the triplet excited state, although its energy is often insufficient to promote a clean
homolytic C-Cl cleavage leading to aryl radicals and chlorine atoms. As a way to
circumvent the unfavorable thermodynamics of this step, it has been proposed that
the actual operating mechanism involves formation of triplet excimers. In this

context, to deepen into the mechanism of CPFMe dehalogenation, two
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diastereomeric dyads based on CPF (CPF-CPF and CPF-CBZ) have been
synthesized and irradiated. The self-quenching of the triplet excited states in both
dyads is much faster than in CPFMe, and is related to formation of charge transfer
species, clearly disfavored in non-polar solvents (THF). The trends observed in the
triplet lifetimes, as well as the solvent effects on photoreactivity, are in full
agreement with the mechanistic picture of a photoreductive dechlorination as
operating mechanism in CPF-based systems.

The photochemistry of the neuroleptic drug cyamemazine (CMZ) has been
investigated in biomimetic media. The encapsulation process has been followed by
fluorescence spectroscopy, as a hypsochromic shift of the band, concomitant with
enhanced quantum yields and lifetimes. Laser flash photolysis revealed important
changes associated with encapsulation, specifically more selective generation of
the triplet excited state, which turns to be longer-lived. Light-induced oxidation of
CMZ afforded the corresponding radical cation, which was trapped by oxygen to
afford the N,S-dioxide. The reaction has been monitored by fluorescence
spectroscopy, by the progressive appearance of a characteristic emission band at
shorter wavelengths. The process resulted to be disfavored in the employed
microenvironments, due to their lipophilic nature. The slowest photooxidation rate
corresponds to CMZ in SDS micelles and in AAGs, where the drug is located in a
more hydrophobic domain, hardly accessible from the aqueous medium, and
photoionization is nearly negligible.

Laser flash photolysis of the anti-psychotic chlorpromazine (CPZ) and two
phase | metabolites, CPZ-MD and CPZ-DD (mono and didemethylated,
respectively) in the presence of increasing amounts of HSA, has allowed
monitoring binding to the protein, from the enhancement of the AAn.x value of
3cPZ* (monitored at 470 nm). As expected, the binding degree was higher for the
parent drug, in agreement with its more hydrophobic character. The use of warfarin
as site | displacement probe indicated that the three compounds only bind to this
site. Marginal photobinding to HSA was observed in all cases, which was

monitored by following subtle changes in the fluorescence spectra.
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