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Resumen.

De los diversos farmacos terapéuticos disponibles en el mercado formal, un
numero considerable se ha visto directamente relacionado con efectos secundarios del
tipo fototdxico o fotoalérgico. Un ejemplo de los efectos colaterales de estos farmacos
son las 4-aril-1,4-dihidropiridinas, ampliamente utilizadas como antihipertensivos los
cuales actuan como bloqueadores de canales de calcio.

La gran mayoria de los farmacos comerciales usados para el tratamiento de la
hipertensién presentan sustituyentes aceptores de electrones sobre el grupo 4-arilo de la
dihidropiridina (Ej.: Nimodipino, Felodipino), se ha buscado estudiar los efectos de la
presencia de diferentes grupos dadores de electrones (Ej.: grupo metoxi, grupo hidroxilo).

Teniendo en cuenta estos antecedentes, este trabajo se ha enfocado en el analisis
cinético del proceso de fotodegradacidon de 2 diferentes dihidropiridinas con grupos
dadores de electrones sobre el grupo 4-arilo (Compuestos A y B), asi como la
identificacion de los fotoproductos generados a partir de la degradacién de estos
compuestos. Se ha determinado ademas la capacidad de estos compuestos para producir
una especie reactiva del oxigeno (oxigeno molecular singulete, Oz(lAg)), asi también como
su reactividad con esta especie transiente.

Dada la alta lipofilicidad de estos compuestos, adicionalmente al analisis cinético
de estas dihidropiridinas en distintos solventes (medio homogéneo) también se procedié a
analizar la fotodegradacion de estos compuestos incorporados a medios
microheterogéneos (micelas iénicas y no idnicas), que permitan estimar el
comportamiento de estos compuestos en medios bioldgicos.

Estructuras quimicas de 4CHs-DHP (A) y IV-DHP (B).



1. Introduccién.

Se define como fotoquimica al estudio y seguimiento de las reacciones quimicas
provocadas por luz. Este tipo de reacciones a lo largo de la historia han tenido gran
relevancia. A pesar de esto, los estudios relacionados a esta disciplina son relativamente
recientes.’ Considerando que la teoria fotoquimica no encontré sus inicios de manera
masiva sino hasta el afio 1900 con la aparicién de la Ley de Planck, surgieron una gran
cantidad de andlisis y fundamentos tedricos por parte de cientificos reconocidos como
Einstein, Jablonski, Franck, Stern, Condon, Volmer, Lewis, Hammond, Woodward vy
Hoffman los cuales permitieron avances significativos en el desarrollo de esta disciplina.’

La prioridad actualmente mas que el descubrimiento de mas y nuevas reacciones
fotoquimicas, es la de analizar y establecer mecanismos de reaccién y los procesos que
participan de estos.

Una reaccién fotoquimica se inicia con la absorcidn de energia por parte de una molécula
a la cual se le hace incidir luz de distinta longitud de onda (ya sean rayos X, rayos gamma,
luz visible, luz UV, etc.) lo que provoca la generacidn de especies electrénicamente
excitadas de la molécula irradiada. La parte importante para nosotros sera conocer como
evoluciona esa molécula excitada, ya que esta podria experimentar cambios quimicos
(Fotoquimica) o no quimicos (Fotofisica). Dependiendo del sistema, el entorno o
condiciones en las cuales se produjo la fotoexcitacién, la molécula podra sufrir diferentes
procesos tanto radiativos como no radiativos. Un proceso no radiativo se lleva a cabo
cuando la molécula pierde la energia por medio de colisiones con otras moléculas del
medio, liberando calor y volviendo a su estado fundamental. Algunos ejemplos de estos
procesos son el cruce entre sistemas (Inter-System Crossing, ISC) y la conversion interna
(Internal Conversion, IC). Los procesos radiativos son aquellos en que la molécula excitada
regresa al estado fundamental emitiendo un fotdn. Ejemplos de estos procesos son la
Fluorescencia y la Fosforescencia.

Por otro lado, otro posible camino es que la molécula excitada participe de una reaccién
quimica (Isomerizacion, lonizacion, Disociacidn).

Una muy buena manera de comprender los distintos caminos a través de los cuales puede
evolucionar esta molécula electronicamente excitada es mediante el diagrama de
Jablonski, el cual muestra claramente los estados electrénicos posibles para la especie con
los distintos niveles de energia involucrados (electrénicos y vibracionales) de una molécula
excitada (Fig. 1).
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Fig.1 Diagrama de Jablonski

El diagrama de Jablonski nos muestra las distintas transiciones que puede experimentar
una molécula tras la absorcién de radiacidon electromagnética y los distintos tipos de
emision (radiativa y no radiativa) con los cuales puede disipar el exceso de energia y volver
a su estado fundamental. Una molécula excitada también puede ser desactivada de este
estado mediante la interaccién con una especie diferente en su estado fundamental
(desactivador), lo que genera el retorno de la molécula excitada a su estado fundamental
y la energia que tenia en exceso esta especie es transferida al desactivador.

Los estados fundamental y excitados de una molécula corresponden a la distribucién
electrénica de menor energia (estado fundamental) y de mayores energias (estados
excitados), estos ultimos son alcanzados cuando una molécula absorbe energia,
generalmente en forma de luz generando las distintas transiciones energéticas (Fig.2).>”’

Al contrario de como ocurre con el estado fundamental de una molécula, los estados
excitados presentan configuraciones de duracion finita, es decir, el sistema busca regresar
a un estado de menor energia mas estable al pasar un corto periodo de tiempo, el cual va
desde los milisegundos (107 s) para las transiciones mas lentas y los pico segundos (102 s)
para las transiciones mas rdpidas. Estas transiciones se caracterizan por el tiempo de vida
(t) el cual es el tiempo para que 1/e fraccidn de moléculas excitadas regrese al estado
fundamental. Segun el tipo de estado excitado, el tipo de moléculas y el medio que rodee
a las moléculas el tiempo de vida variara para cada sistema.
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Fig. 2. Estado fundamental y estados excitados de una molécula presentes al absorber

El estado singulete de una molécula se aprecia cuando los dos ultimos electrones de la
capa mas externa se encuentran apareados, es decir, cuando sus numeros cuanticos de
espin son diferentes (+1/2 y -1/2), o también se dice que se encuentran antiparalelos. El
estado triplete se da cuando los ultimos dos electrones de la Ultima capa se ubican de
manera paralela o, lo que es igual, decir que estan desapareados con nimeros cuanticos

de espin iguales (+1/2).

Habitualmente, el estado fundamental de una molécula presenta configuracién singulete
(So), mientras que los estados excitados se encuentran con configuracién tanto singulete
(S1) como triplete (T1) (Fig.3). La razén por la cual un estado excitado singulete es de
mayor energia se debe a la energia de apareamiento que se necesita para que los

energia.

electrones que dan el caracter singulete presenten espines antiparalelos.

Energia

A

]
s,

. S, Estado fundamental

Estado excitado
singlete ($4)

Tl Estado excitado

singlete (S,

triplete (T,)

)

Fig. 3. Representacion de los estados fundamental singulete (So) y de los estados excitados
singulete (S1) y triplete (T1). Los simbolos (™) y (T ") representan pares de

electrones apareados y desapareados, respectivamente.




Otra manera de obtener una molécula electrénicamente excitada es por medio de una
“Fotosensibilizacion”. Generalmente, cualquier molécula al absorber energia de un fotén
de luz de longitud de onda adecuada puede llegar a los estados excitados de esta. Sin
embargo, las reglas presentes en la mecanica cuantica establecen que en algunos casos, la
probabilidad para una molécula de absorber un fotén, es muy baja o en algunos casos,
nula. En sistemas de estas caracteristicas se utiliza la fotosensibilizacién, que consiste en
irradiar una sustancia o colorante (fotosensibilizador) distinto a la molécula en estudio, el
cual durante el tiempo de vida (1) de sus estados excitados transferird el exceso de
energia a otra molécula del sistema o medio, obteniendo como resultado un estado
excitado de la molécula estudiada (Fig.4). Esta molécula (ahora en su estado excitado)
puede reaccionar con otras especies quimicas (Q) que estén presentes en el medio, lo que
conllevara a la formacidn de productos de reaccion, por otra parte, la molécula excitada
puede volver a su estado fundamental liberando ese exceso de energia (AE) que le fue
entregado por el fotosensibilizador, de vuelta al medio.

Sens + Luz — Sens*
Sens* + Molécula — Sens + Molécula®
a) Molecula* + Q — Productos

b) Molécula® — Molécula + AE

Fig. 4. Pasos presentes en el proceso de fotosensibilizacién de una molécula usando un
fotosensibilizador. (*) Indica estados excitados.

Un ejemplo tipico en donde es usado este proceso es en la generacién de oxigeno
molecular singulete, Oz(lAg), el cual es la especie excitada de menor energia del oxigeno
molecular. Como se menciond anteriormente, en la mayoria de los casos el estado
fundamental de una molécula presenta estructura singulete (So) con espines antiparalelos,
pero en el caso del oxigeno molecular, su estado fundamental se encuentra en estado
triplete (To) donde los ultimos dos electrones de la capa mas externa presentan espines
paralelos. La diferencia de energia entre los estados S; y Ty es de 94,2 kJ/mol (Fig.5).8

Energlakd mol-!

gz —4- + + Estado excitado singlete
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Fig. 5. Estados fundamental (triplete) y excitado (singulete) de la molécula de oxigeno.




La generacidon de oxigeno singulete por medio de la absorcién de la luz no se puede
realizar de manera directa, esto se debe al impedimento de espin que presenta el oxigeno
molecular ya que su configuracién de estado basal presenta un estado triplete y una
excitacion solo generaria oxigeno triplete excitado, por lo que la fotosensibilizacion es
necesaria para la formacidn de esta especie reactiva del oxigeno. Este proceso es aplicable
tanto a pequefia como a gran escala debido a que los reactivos necesarios para este, no
son muy sofisticados, al contrario, son de facil preparacion o se utilizan colorantes
comerciales, en cuanto a la luz que se utiliza, es la luz visible por lo que no se necesitan
[dmparas especiales ni sistemas de montaje de tanta complejidad.

El proceso de la fotosensibilizacién, con el cual se produce la generacién de oxigeno
singulete Oz(lAg), donde la molécula de fotosensibilizador absorbe un fotén de luz (UV o
Visible), lo que genera el estado excitado singulete del colorante (Fig.6). Este estado
excitado evoluciona a un estado triplete excitado de menor energia (mas estable) con
tiempo de vida mas largo, el cual puede, por medio de colisiones con las moléculas de
oxigeno, producir un intercambio de electrones (transferencia de energia), lo que
reestablece el estado fundamental singulete del fotosensibilizador y genera oxigeno
singulete, Oz(lAg).

N + o, |H

Sens (5;) Sens (S,) Sens(T,) Sens (5;)

Fig. 6. Proceso de fotosensibilizacidn para la generacién de oxigeno singulete, Oz(lAg).

El proceso de fotosensibilizacién es sumamente rapido y tiene la caracteristica de poder
llevarse a cabo tanto en medios liquidos como gaseosos, siendo los Unicos requisitos la
presencia de un fotosensibilizador, oxigeno y por supuesto luz en el medio de reaccién.
Una cualidad destacable de este proceso es que al terminar la fotosensibilizaciéon, es
posible recuperar el fotosensibilizador ya que no sufre ninguna variacién (fotocatalitico).

El tiempo de vida del oxigeno singulete, Oz(lAg), se encuentra en el orden de los minutos
en fase gaseosa y en el orden de entre 4 us a 60 ms en fase liquida, de acuerdo al solvente
gue se utilice. Como presenta tiene un exceso de energia en relaciéon al oxigeno en su
estado fundamental, el oxigeno singulete, Oz(lAg), es una especie reactiva y altamente
oxidante.

A continuaciéon enumeraremos los requisitos que debe tener un sensibilizador para que
sea capaz de producir Oz(lAg) mediante la fotosensibilizacion:



1. Debe presentar una amplia absorcién de la luz UV-Visible (Dentro del rango de los 400
a 750 nm) junto a tener coeficientes de absortividad molar (€) mayores a 10° M™ cm™.

2. Tiempos de vida (1) del estado excitados superiores al orden de los s, para que exista
tiempo suficiente para permitir las colisiones del sensibilizador con el oxigeno.

3. Tener alto rendimiento cuantico de produccién de oxigeno singulete (b,) en diferentes
medios, es decir, que la razon entre el nimero de moléculas producidas de oxigeno
singulete, Oz(lAg), y la cantidad de fotones absorbidos por el fotosensibilizador por
unidad de tiempo sea lo mds alto posible (Fig.7). Mientras mads cercanos a un
rendimiento cuantico de una unidad, mejor sera el sensibilizador.

4. Una alta eficiencia al momento de pasar del estado excitado singulete (S;) al estado
excitado triplete (T;), lo mas cercano al 100% , también debe tener una energia para
este estado excitado mayor que la del oxigeno singulete 02(1Ag) (> 94.2 ki/mol), para
gue se pueda llevar a cabo la transferencia electrénica entre el sensibilizador y el
oxigeno.

5. Ser altamente estable tanto quimica como térmicamente, con el fin de evitar la
descomposicion del sensibilizador.

- Cantidad de moléculas producidas de 02 (14g)

Cantidad de fotones absorbidos de fotosensibilizador

Fig. 7. Ecuacién de rendimiento cudntico de produccién de oxigeno singulete, 02(1Ag).

No todos los fotosensibilizadores disponibles cumplen con los requisitos antes
mencionados, asi que se ha empezado a utilizar una serie de colorantes organicos que
absorben luz en el rango del visible. Algunos de los mas utilizados son la fenalenona (¢ -
1), el rosa de bengala (¢a - 0.75), el azul de metileno (¢, - 0.5) y actualmente se han
comenzado a usar compuestos de coordinacion basados en complejos de rutenio (Il) con
ligandos poliazaheterociclicos quelantes del tipo 2,2’-bipiridina o 1,10-fenantrolina y sus
derivados (¢ - 0.2-1), también los derivados de porfirinas y ftalocianinas y sus complejos
metélicos (Fig. 8).°
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Fig. 8. Fotosensibilizadores de uso comun en la produccidn de oxigeno singulete Oz(lAg)
mediante el proceso de fotosensibilizacién

Entre los farmacos conocidos actualmente, existe un grupo de los cuales han sido
relacionados con efectos adversos del tipo fotoalérgicos o fototdxicos a nivel cutaneo. En
la mayoria de los casos, estos efectos se evidencian cuando son administrados en dosis
muy altas o en tratamientos prolongados en el tiempo, siendo estos acumulados en el
organismo. Los compuestos estudiados (1,4-dihidropiridinas) estan dentro de esta
clasificacién ya que son ampliamente usados para el tratamiento de enfermedades
cardiovasculares. Estas dihidropiridinas actian en el organismo como blogueadores de los
canales de calcio, impidiendo que entre el calcio extracelular al musculo cardiaco. Ademas
de conocerse como moduladores de la funcién endotelial,’® como liberadores de éxido
nitrico,’* y de ser desactivadores de especies reactivas de oxigeno.'*™> Estos farmacos
tienen un grupo funcional caracteristico que les brinda su accién terapéutica, el cual es el
anillo 1,4-dihidropiridinico sustituido en la posicion 4 por un grupo arilo, y pierden su
eficacia farmacoldgica cuando este anillo es oxidado a derivados de la piridina.*®*’

La gran mayoria de las 4-aril-1,4-dihidropiridinas son extremadamente fotoldbiles, es
decir, poseen una gran sensibilidad frente a la luz, lo que conlleva a que sean relacionados
con efectos secundarios del tipo fotoadversos reportados en algunos pacientes en
tratamiento con estos farmacos.”®?! Para poder entender mejor la actividad
fotosensibilizadora de estas 1,4-dihidropiridinas, se debe realizar un analisis de los
procesos tanto fotofisicos como fotoquimicos que experimentan estas moléculas al
fotodegradarse.



Por otro lado, es de gran interés lograr determinar la capacidad de estas especies para
generar oxigeno singulete, Oz(lAg), ya que esta especie en particular presenta una alta
reactividad con medios bioldgicos e incluso con el mismo farmaco, pudiendo generar la
formacién de productos fototdxicos o disminuir la capacidad terapéutica de estos
medicamentos. Un amplio grupo de las moléculas disponibles en el mercado presentan
sustituyentes aceptores de densidad electrénica sobre el grupo 4-arilo por lo que se
buscara estudiar el efecto de los sustituyentes presentes en este grupo, cambiando estos
grupos electroaceptores por grupos dadores de electrones, como los compuestos que
seran estudiados: 4-CH3-DHP (A) y IV-DHP (B), cuyas estructuras se muestran en la Fig.9.

(A) (B)
Fig. 9. Estructuras quimicas de 4CHs3-DHP (A) y IV-DHP (B) respectivamente.

En la literatura podemos encontrar reportado un mecanismo de transferencia de carga
intramolecular propuesto como parte del proceso de fotodegradacion de las
dihidropiridinas con grupos aceptores de densidad electrénica.?” En este mecanismo se
propone que estas dihidropiridinas pasan de un estado singulete a uno triplete mediante
un proceso de cruce entre sistemas (ISC: InterSystem Crossing) el cual a la hora de emitir
fosforescencia es bastante ineficiente, lo que lleva a asumir que el mecanismo relacionado
con la fotodegradacion de la molécula es mediante la formacién de una especie
zwitteridnica la cual se formaria al excitar la molécula con radiacion UV resultando la
diada dador-aceptor (D*-A7) (P.E. : PyH,"- PhNO," en el caso de nitrofenildihidropiridinas)
la cual luego por efectos del solvente pierde uno de los H del anillo dihidropiridinico (el
que se encuentra sobre un carbono de hibiridacion sp® el cual al perder el H pasa a sp?) lo
gue permitiria la transferencia de carga desde el anillo dihidropiridinico hacia el anillo
aromatico de la posicién 4 donde se encuentra el grupo aceptor de densidad electrénica.
Por lo que se buscard apreciar que si al cambiar el sustituyente del grupo 4-arilo de un
grupo aceptor por uno dador de densidad electrdnica se logra impedir la formacion de la
diada (D*-A") lo que impediria el mecanismo de transferencia de carga intramolecular.




Por otro lado, considerando la capacidad de acumularse en los tejidos biolégicos de estas
moléculas debido a su alta lipofilicidad,” y entendiendo que el medio podria alterar el
comportamiento fotoquimico y fotofisico comparado al observado en medios
homogéneos asi como los efectos de la polaridad del medio sobre la reaccién, se realiza
ademas un estudio de estos compuestos A y B en simulacion de medios biolégicos, o
medios microheterogéneos al incorporarlos a diferentes sistemas micelares (tanto iénicos
como no idénicos) a partir de los siguientes detergentes:

N dodecylpyridinium chloride (DPC)

e Dodecil sulfato de sodio (SDS, anidnico) 3. "
e Cloruro de dodecil piridinio (DPC, cati6nico) o

e Mono lauril éster de sacarosa (MLS, no ionico)  sucrese monoester offauric acid (MLS)

o)\s"’\/\/\/v\/\/ L
o’ \o' .
Na

sodium dodecylsulfate (SDS)

Se busca ademas determinar la capacidad de estas dihidropiridinas para generar oxigeno
singulete, Oz(lAg), al ser incorporados a los diferentes sistemas micelares y a su vez,
determinar la reactividad de los compuestos A y B frente al Oz(lAg).

1.1 Hipdtesis.

Las 4-aril-1,4-dihidropiridinas comerciales presentan grupos aceptores de densidad
electrdénica sobre el grupo 4-arilo. Estos farmacos han sido relacionados directamente con
reacciones del tipo fotoalérgico y fototdxicas a nivel cutdneo cuando los pacientes en
tratamiento fueron expuestos a la luz solar. Esto es debido a la fotolabilidad de estos
medicamentos, la que puede manifestarse de las siguientes maneras:

o Lafotodescomposicidon de la dihidropiridina para la generacién de especies transientes
(intermediarios) o fotoproductos potencialmente téxicos o alergénicos.

e La capacidad de transferir un exceso de energia a las moléculas de oxigeno para la
generacién de oxigeno singulete, 02(1Ag), la cual es una especie muy reactiva del
oxigeno.

e La generacién de una reaccién de transferencia de electrones con sustratos presentes
dentro del medio biolégico, lo que genera especies mas reactivas tales como:

= |ones
= Radicales libres
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En base a estos antecedentes, es importante lograr identificar los estados excitados
reactivos de estos farmacos, con el fin de mejorar el entendimiento de los mecanismos
gue llevan a la actividad fototéxica de los mismos. Lo que genera las siguientes hipotesis:

1. Que la presencia de los sustituyentes sobre el grupo 4-aril de la dihidropiridina juega
un papel relevante a la hora de fotodegradarse. Por lo que se espera que la
incorporacion de grupos dadores de densidad impida el mecanismo de transferencia
de carga intramolecular que se ha propuesto en la literatura.

2. Que la incorporacién de los compuestos A y B a sistemas micelares modifique los
mecanismos y la distribucién de los intermediarios generados por la fotodegradacion.
Esto, ya que los compuestos estudiados tienen la caracteristica de ser lipofilicos.
Esperamos que al ser incorporados a un medio microheterogéneo aumente la
capacidad de los compuestos para generar oxigeno singulete, 02(1Ag).

2. Objetivos generales y especificos.

El objetivo general de este trabajo es entregar informacién sobre el comportamiento
fotoquimico de 1,4-dihidropiridinas cuando son sometidas a irradiacion con luz UV en
medios homogéneos y sistemas micelares, realizando un andlisis cinético de la
fotodegradacién de los compuestos A y B, ademds de identificar la capacidad de estos
compuestos para generar oxigeno singulete, Oz(lAg), y su reactividad hacia esta misma
especie.

En base a los objetivos generales expuestos anteriormente y tomando la investigaciéon
presente en la literatura, podemos establecer objetivos especificos para este trabajo, los
cuales son:

2.1. Analisis cinético del proceso de fotodegradacion de los compuestos Ay B.
Para cumplir este objetivo se determinara experimentalmente las constantes
cinéticas de primer orden de fotodegradacion (kfotodeg) Para los compuestos Ay B en
distintos medios homogéneos y sistemas microheterogéneos (micelas), asi como la
obtencidén de sus rendimientos cuanticos de fotodegradacion (dprotodeg)-

2.2. Determinacién de los rendimientos cudnticos de generacién de oxigeno singulete,
0,(*Ag).
Se determinard para los compuestos A y B en medios homogéneos y en medios
micelares la capacidad para generar esta especie reactiva del oxigeno.
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2.3. Reactividad de los compuestos A y B frente a oxigeno singulete, O,(*A,).
Este objetivo se cumplird evaluando las distintas constantes de velocidad de reaccion
guimica de oxigeno singulete Oz(lAg) para ambos compuestos en distintos solventes.

3. Desarrollo experimental.

3.1. Reactivos.

Compuestos estudiados
4-(4-metil)-1,4-dihidropiridina-2,6-dimetil-3,5-dimetilester (4-CHs-DHP)
4-(3-hidroxi-4-metoxi)- 1,4-dihidropiridina-2,6-dimetil-3,5-dimetilester (IV-DHP).

Reactivos usados en actinometria y reaccién con oxigeno singulete, O,(*Ag).
9,10-dimetilantraceno (DMA), 5,10,15,20-tetrafenil-21H-23H-porfirina (TPP), Rosa de
Bengala (RB) (Fluka) recristalizado en etanol antes de su uso. Acetonitrilo (ACN), Etanol
(EtOH), Hexano (Hex), Benceno (Bz) (Merck) de calidad espectroscépica. Soluciones
micelares formadas a partir de los detergentes: Dodecil sulfato de sodio (SDS, aniénico),
Cloruro de dodecilpiridinio (DPC, catiénico) y Mono lauril éster de sacarosa (MLS, no
idnico) todos Sigma-Aldrich p.a.

3.2. Técnicas instrumentales.

Espectrofotometria UV-Vis.

Los espectros de absorcion UV-Vis, los experimentos cinéticos, la actinometria, el
seguimiento de la fotodegradacién de los compuestos, la medicion de la reactividad frente
a oxigeno singulete, Oz(lAg), de los compuestos A y B en los distintos medios homogéneos
y microheterogéneos, se llevaron a cabo utilizando un espectrofotémetro UV-Vis con
arreglo de diodos (Agilent) y para realizar las mediciones se usaron 3 diferentes modelos
de cubetas. (Fig. 10).

= Cubetas de absorcion de cuarzo de un centimetro de longitud de paso.

= Cubetas de fluorescencia de cuarzo de un centimetro de longitud de paso.
= Cubetas de fluorescencia con cuello de cuarzo de un centimetro de longitud de paso.
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Fig. 10. Cubetas utilizadas en el desarrollo experimental. a) Cubeta de absorcion,
b) Cubeta de fluorescencia y c) Cubeta de fluorescencia con cuello, todas con un
centimetro de longitud de paso.

Ultrasonido.
Para la homogenizacién de las soluciones se utilizé un bano de ultrasonido, marca JSP
super-sonic, Heated wave tecnology, modelo US73 de 1.3 L, con una potencia de

ultrasonido de 80 W (160 W).

Fotodegradacion.

Para la realizacion del proceso de fotodegradacion de los compuestos A y B se utilizd una
base de disefio especial (Fig. 11.) que permite ubicar la celda frente a una lampara de
mercurio de luz UV de alta intensidad marca Blak-Ray que emite luz UV de 365 nm. Ya que
las mediciones son prolongadas en el tiempo, para evitar sobrecalentamiento de Ia
[dmpara se utilizé un ventilador detras de la lampara para mantener la temperatura
constante (22 + 0.5°C).

Atencién

Auenencs: qips ce

Fig. 11. Superficie de disefo especial, empleado para la fotolisis de los compuestos Ay B
en distintos medios.
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Fotooxidaciéon empleando filtros.

Para la fotooxidacién de los compuestos A y B, se utilizé una base de disefio especial
consistente en una base de poliestireno expandido (Fig. 12.) para ubicar la celda frente a
una ldmpara halégena de 50 W que emite luz visible (400-700 nm) a una distancia fija de
12 cm. Ya que las mediciones son prolongadas en el tiempo, para evitar
sobrecalentamiento de la l[dmpara se utilizo un ventilador detras de la l[dmpara para
mantener la temperatura constante (22 + 0.5°C).

L L L B
12345678 61031 1

)

1
:1r‘ J'!‘I'J‘Jr!r; !rﬁqr
1 i

U AL L AL L Rl I LA
213 34 1515 17 18 1920 3122
1

Fig. 12. Superficie de disefio especial utilizado para realizar la fotooxidacién controlada
usando filtros de corte.

3.3. Procedimientos experimentales.

3.3.1. Determinacién de la absortividad molar (g,) en medios homogéneos.

Para la determinacion de las absortividades molares (g,) se prepararon soluciones de 2 a 3
mg aproximadamente de 4-CH;-DHP (9.42mM, 3.23 mg en 1mL de ACN) y de IV-DHP
(6.75mM, 2.53 mg en 1mL de ACN), luego se llevaron a bafio de ultrasonido para su
homogenizacion.

Experimentalmente se utilizaron cubetas de absorcion de un centimetro de paso, cada
una con 3mL de solvente de distinta polaridad: Acetonitro (ACN), Etanol (EtOH), Benceno
(Bz) y Hexano (Hex) a las cuales se les agregaron alicuotas de las soluciones concentradas
de los compuestos A y B, hasta completar 30 plL solucién agregada de cada compuesto.
Finalmente, se llevaron al espectrofotometro para su medicién.
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3.3.2. Determinacion de las constantes cinéticas de primer orden (Kiiodes) €N presencia
y ausencia de oxigeno en medio homogéneo.

Para la determinacion de las constantes cinéticas de primer orden (Kfotodeg) S€ pPrepararon
soluciones de 2 a 3 mg aproximadamente de 4-CH;-DHP (9.42mM, 3.23 mg en 1mL de
ACN) y de IV-DHP (6.75mM, 2.53 mg en 1mL de ACN), luego se llevaron a bafio de
ultrasonido para su homogenizacion.

Para el proceso de fotodegradacidon en presencia de oxigeno, se usaron cubetas de
fluorescencia, cada cubeta contenia 3mL de solvente de distinta polaridad, Acetonitrilo
(ACN), etanol (EtOH), Benceno (Bz) y Hexano (Hex) y 20 upL de las disoluciones
concentradas de los compuestos Ay B.

Para la fotodegradacién en ausencia de oxigeno, se usaron cubetas de fluorescencia con
cuello, cada cubeta tenia 3mL de solvente de distinta polaridad: Acetonitrilo (ACN), etanol
(EtOH), Benceno (Bz) y Hexano (Hex) y 20 uL de las disoluciones concentradas de los
compuestos A y B. Para generar el medio sin oxigeno en el interior de las cubetas, cada
solucion fue purgada con un flujo continuo de nitrégeno gaseoso durante 20 minutos.

Luego, cada cubeta fue ubicada en una base con agitacién para la exposicién a la luz UV, la
duracién de la exposiciéon fue diferente para cada solvente usado: Cada 30 minutos para
Acetonitrilo (ACN), cada 10 minutos para Benceno (Bz), cada 10 minutos para etanol
(EtOH) y cada 5 minutos para hexano (Hex). Finalmente se procede a la medicién de la
absorbancia en el espectrofotémetro.

3.3.3. Determinacion de las constantes cinéticas de primer orden (Kfotodec) €N medio
microheterogéneo (micelas).

Se prepard una concentracidén equivalente de 5 veces la concentraciéon micelar critica de
cada detergente tanto idnico como no iénico: MLS (1.76mM, 23mg en 25mL de agua
MiliQ), SDS (35.9 mM, 258mg en 25 mL de agua MiliQ) y DPC (79.86mM, 566mg en 25mL
de agua MiliQ), luego se llevaron las soluciones a bafio de ultrasonido para su
homogenizacion. Para incorporar los compuestos A y B al sistema micelar, se agregd una
cantidad minima (una punta de espatula) a matraces aforados de 5mL junto a la solucién
micelar, y se sometieron nuevamente al bafio de ultrasonido de manera de tener
soluciones saturadas de los compuestos incorporados en los sistemas microheterogéneos.

Se usaron cubetas de fluorescencia para realizar la fotodegradaciéon de los compuestos Ay
B incorporados a las micelas.
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3.3.4. Obtencién de los rendimientos cudanticos (®roges) de fotodegradacion de los
compuestos Ay B en medio homogéneo y microheterogéneo.

Para llevar a cabo la cuantificacién del flujo de fotones que inciden sobre la cubeta, se
realizé una actinometria utilizando 9,10-dimetilantraceno (DMA) preparando una solucién
de DMA (1.73 mM, 3.57 mg en 10 mL de Freon 113), sonicando en bafio ultrasénico hasta
la homogenizacidn de la solucién.

Utilizando una cubeta de fluorescencia que contenia 3 mL de la solucion de DMA vy
colocandola en una superficie de disefio especial para irradiarla con luz UV en tiempos de
exposicion de 5 segundos, se registré el consumo de DMA siguiendo la disminucion de la
absorbancia a una longitud de onda de 324 nm.

3.3.5. Reaccién de Oxigeno Singulete O,(*A;), con los compuestos A y B en medio
homogéneo.

Para la reacciéon de oxigeno singulete, 02(1Ag), con los compuestos estudiados se
prepararon soluciones de 2 a 3 mg aproximadamente de 4-CH;-DHP (9.42mM, 3.23 mg en
1mL de ACN) y de IV-DHP (6.75mM, 2.53 mg en 1mL de ACN), luego se llevaron a bafio de
ultrasonido para su homogenizacion.

A su vez, se prepararon soluciones de los fotosensibilizadores Rosa de Bengala (RB) y
5,10,15,20-tetrafenil-21H-23H-porfirina (TPP).

Para RB se tomd una cantidad minima (punta de espatula) del fotosensibilizador en 1mL
de etanol, sonicando en el bafio de ultrasonido hasta alcanzar la homogenizacion.

Para TPP se agregd una cantidad minima (punta de espatula) del fotosensibilizador en 2mL
de benceno y luego se llevé al bafio de ultrasonido para su homogenizacion.

Se utilizaron cubetas de absorcién de un centimetro de paso de luz, cada celda contenia 3
mL de los solventes de diferente polaridad (ACN, EtOH, Hex y Bz) a la que se le agregd
aproximadamente 20-25 pl de la solucién concentrada de los compuestos A y B junto con
4 uL del fotosensibilizador correspondiente. Posteriormente las cubetas fueron llevadas a
una base de disefio especial, para estar seguros que sélo seria irradiado el sensibilizador
se utilizaron filtros de corte especiales entre la fuente de luz y la cubeta. Se uso un filtro
FH 515 nm para RB en ACN y EtOH con un tiempo de exposicién a la luz visible de 5
minutos por medicién y un filtro FH 420 nm para TPP en Bz y Hex con un tiempo de
exposicién de 5 minutos entre cada medicidon. Para seguir el consumo del sustrato se
siguio la disminucién de la absorbancia a la longitud de onda maxima correspondiente.

16



3.3.6. Determinacidn de la concentracién estacionaria de Oxigeno Singulete, O,(*A,), por
actinometria con DMA en medio homogéneo.

Para la cuantificacién de la concentracion de 02(1Ag) generado en un medio homogéneo,
se realizé una actinometria con un sustrato de actividad conocida, en este caso se utilizo
9,10-dimetilantraceno (DMA). Para lo cual se prepard una solucién de DMA (24mM, 5.02
mg en 1 mL de ACN), sonicando en un bafio de ultrasonido hasta alcanzar la
homogenizacién de la solucién.

Para llevar a cabo la actinometria de DMA en los diferentes medios usando RB, se usé una
cubeta de fluorescencia, la que contenia 3 mL de solvente de diferente polaridad, como
Acetonitrilo (ACN) y Etanol (EtOH), 20 pL de la solucién preparada de DMA en ACN y 6 uL
de sensibilizador RB. Posteriormente la celda fue colocada sobre la superficie de disefo
especial, empleando un filtro de corte FH 515 nm, entre la fuente de luz y la cubeta, Ia
cual fue irradiada con luz visible con tiempos de exposicién de 10 segundos para luego
llevar la cubeta al espectrofotometro para la medicidn.

Para llevar a cabo la actinometria de DMA en solvente no polar usando TPP, se uso una
cubeta de fluorescencia, la que contenia 3 mL de solvente no polar, benceno (Bz), 20 uL de
la solucion preparada de DMA en Bz y 2 uL de sensibilizador TPP. Posteriormente la celda
fue colocada sobre la superficie de disefio especial, empleando un filtro de corte FH 420
nm, entre la fuente de luz y la cubeta, la cual fue irradiada con luz visible con tiempos de
exposicion de 30 segundos para luego llevar la cubeta al espectrofotémetro para la
medicion.

4. Resultados vy discusion.

4.1 Andlisis cinético del proceso del fotodegradacién de los compuestos A vy B.

El presente trabajo se centra en estudiar el comportamiento cinético de Ia
fotodegradacién de dos 1,4-dihidropiridinas que presentan un sustituyente dador de
densidad electrénica sobre el fenilo en la posiciéon 4 del grupo dihidropiridinico. Los
compuestos 4-CHs-DHP (A) y IV-DHP (B) presentan un espectro de absorcidn tipico de las
1,4-dihidropiridinas, en el cual se observan dos bandas de absorcién caracteristicas
alrededor de los 230 y 350 nm, siendo esta ultima la que corresponde al grupo croméforo
dihidropiridinico (Fig.13). Al irradiarse una solucién de estos compuestos, se observa una
disminucion en la intensidad de la banda de absorcién correspondiente a los 350 nm,
mientras que la banda de los 230 presenta un aumento.
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Espectro de absorcion en medios hamogeneos v sistemnas micelares.
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Fig. 13. Espectros de absorcién UV de los compuestos 4-CH3-DHP (A)

Al realizar un seguimiento de la disminucién en la intensidad de la banda de absorcion de
menor energia (mayor longitud de onda), se determinaron las constantes cinéticas de
primer orden (k) de fotodescomposicidon de los compuestos A y B. Estos seguimientos se
llevaron a cabo en distintos solventes de diferente polaridad. Para obtener resultados mas
completos también se realizd un seguimiento al decaimiento de la absorbancia en medios
microheterogéneos (micelas).

Segun las caracteristicas de la cabeza del surfactante (iénica o no idnica) se podra apreciar
la posible importancia de la naturaleza de estos medios mi celares a la hora de analizar la
fotoreactividad de estos medicamentos. Los tensioactivos utilizados fueron mono lauril
éster de sacarosa (MLS) de naturaleza no idnica, cloruro de dodecilpiridinio (DPC) de
naturaleza catidnica y dodecil sulfato de sodio (SDS) de naturaleza anidnica.

La tabla 1 muestra las constantes cinéticas de primer orden (Kfotodeg) Para la
fotodegradacién de los compuestos estudiados y de sus analogos comerciales Nimodipino
(C) y Felodipino (D), las cuales son 1,4-dihidropiridinas que poseen sustituyentes
aceptores de densidad electrénica sobre el grupo 4-arilo (Figl4). La tabla 2 muestra los
rendimientos cuanticos para los compuestos A, B, Cy D.
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Fig.14. Estructuras de los compuestos comerciales Nimodipino (C) y Felodipino (D).

Los resultados obtenidos mediante los procedimientos experimentales ya mencionados
para las dihidropiridinas estudiadas, las cuales presentan grupos dadores de electrones,
seran comparados con los valores obtenidos para sus andlogos comerciales los cuales
presentan grupos aceptores de densidad electrdnica.

Tabla 1.
Constantes cinéticas de primer orden (kfotodeg) de fotodegradacidon de los compuestos 4-
CH3-DHP (A), IV-DHP (B), Nimodipino (C) y Felodipino (D) en distintos medios.

kfotodeg
(10* min™)
Medios A B C D
Acetonitrilo
Gaseoso 2.19 2.26 0.20 0.07
Purgado 0.66 1.03
Etanol
Gaseoso 9.82 7.13 25.0 0.33
Purgado 1.24 1.73
Hexano
Gaseoso 20.4 16.3
Purgado 5.79 4.61
Benceno
Gaseoso 5.60 3.93 12.5 0.19
Purgado 0.61 1.83
Dodecil sulfato de sodio (SDS) 1.92 1.69 5.75 0.37
Cloruro de dodecilpiridinio (DPC) 10.6 0.42 4.00 0.25
Mono lauril éster de sacarosa (MLS) 3.31 3.46 5.50 0.30
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Para determinar el flujo de fotones irradiados sobre las soluciones de los distintos
compuestos se utilizd la fotooxigenacidn autosensibilizada de 9,10-dimetilantraceno
(DMA) como actinometria®*. En base a los resultados obtenidos se puede apreciar que las
constantes cinéticas de primer orden (kotodeg) de fotodegradacion de mayor valor dentro
de los compuestos estudiados en medio homogéneo fueron para 4-CHs-DHP, las cuales
disminuyeron considerablemente en ausencia de oxigeno. Y los valores mas bajos de
constante cinética de primer orden fueron para IV-DHP, los que también presentaron una
disminucion significativa en ausencia de oxigeno.

Tabla 2.
Rendimientos cudnticos (®rotodeg) de fotodegradacion de los compuestos 4-CHs-DHP (A),
IV-DHP (B), Nimodipino (C) y Felodipino (D) en distintos medios.

d)fotodeg
(10 molec/abs. foto.)

Medios A B C D
Acetonitrilo

Gaseoso 2.15 6.13 20.0 8.30

Purgado 1.60 238 234 140
Etanol

Gaseoso 298 3,27 1130 145

Purgado 2.62 248 1810 0.70
Hexano

Gaseoso 12,1 6.69

Purgado 6,04 3.27
Benceno

Gaseoso 284 228 630 7.40

Purgado 0,29 1,52 770 1.10
Dodecil sulfato de sodio (SDS) 3.74 166 240 236
Cloruro de dodecilpiridinio (DPC) 11.1 054 850 11.3
Mono lauril éster de sacarosa (MLS) 2.91 190 140 125

En cuanto a las constantes cinéticas de primer orden (Kftodeg) €n medios
microheterogéneos ambos compuestos presentan valores muy similares, excepto en DPC,
donde la constante es ampliamente superior para 4-CHs-DHP que para IV-DHP.
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También se aprecia que al comparar los valores de las constantes en ambos medios
(homogéneo y microheterogéneo) en la mayoria de los solventes usados (EtOH, Hexano,
MLS y SDS) las constantes de fotodegradacion son menores en los compuestos estudiados
(4-CHs-DHP y IV-DHP) que en sus andlogos comerciales los cuales presentan sustituyentes
aceptores de densidad electrénica Nimodipino (C) y Felodipino (D).

En la Tabla 1 se puede apreciar que la constante de fotodegradacion (kfotodeg) €5 Mayor
para los sistemas homogéneos comparandolo con los medios micelares, exceptuando el
DPC, el cual presenta constantes mayores en relacion a los medios homogéneos sin contar
al Hexano. En la Fig. 15, se muestran los ajustes cinéticos de primer orden para la
fotodescomposicién del compuesto A.

Log Abs. Fotodegradacion para 4-CH3OHP en medios homogeneos.
0.2 -
0.1+ M
0.0
0.1 4
1 _— ACN
-0.2
] Bz
-0.3
0 4__ Hex
0.5 \ ——  EtOH
-0.6
0.7 4 M"‘w
T T T T T T T T T T , Tiempo (min)
il 50 100 180 200 250

Fig. 15 Fotodegradacion del compuesto 4-CH;-DHP en distintos medios homogéneos.

4.2. Determinacion de los rendimientos cudnticos de generacion de oxigeno singulete,

0,('4g).

Estos compuestos no generaron oxigeno singulete en ninguno de los medios homogéneos
o heterogéneos empleados.
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4.3. Reactividad quimica de las 1,4-dihidropiridinas estudiadas con oxigeno singulete.

La constante de velocidad de reaccidn quimica total (kg) entre oxigeno singulete, Oz(lAg), y
los compuestos estudiados se determind en los distintos solventes y medios micelares,
usando rosa de bengala (RB) y 5,10,15,20-tetrafenil-21H,23H-porfirina (TPP) como
fotosensibilizadores generadores de oxigeno singulete, Oz(lAg).

Se realizé seguimiento a la disminucién de la absorbancia a la longitud de onda de menor
energia utilizando 9,10-dimetilantraceno (DMA) como actindmetro para determinar la
concentracion estacionaria de Oz(lAg), ya que el DMA presenta constantes de reaccién
quimica conocidas y reportadas en la literatura(Tabla 3).%

Tabla 3.
Constante de velocidad de reaccidon quimica total (kg) de desactivacién de oxigeno
singulete, Oz(lAg), con DMA en diferentes solventes.

kg (10° Mt s™)
Medios DMA
Acetonitrilo 4.70
Benceno 10.8
Etanol 4.53
Hexano 1.80
Dodecilsulfato de sodio (SDS, anidnico) 4.53

Para este estudio se siguid la fotodegradacion de las dihidropiridinas A y B, realizdndose
un ajuste cinético de pseudoprimer orden (esquema de la Fig. 16), con lo cual se pudo
determinar los valores de las constantes cinéticas de pseudoprimer orden (k') que se
muestran en la siguiente tabla, para luego, usando los valores de k’ obtener los valores de
la constante de reaccidon quimica total (kgr) para los compuestos A y B con oxigeno
singulete, Oz(lAg), en distintos medios.
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k
DMA + Oz(l.ﬁg) R—} Productos

v = ky-[0,(*A_)]- [DMA] donde, k' = ky-[0,(*A,)]

v = k' - [DMA]

DMA
In g = k't
[DMA ]
1 . DHP 1

v = kg-[0,(CA;)]- [1,4-DHP] donde, k' = k; -[0,(CA,)]
v = k' - [1,4-DHP]

[ 1,4-DHP],

n— = k't
[ 1,4-DHP]

Fig. 16. Tratamiento cinético de pseudoprimer orden, para determinar la concentracion de
oxigeno singulete, Oz(lAg), en DMA usando diferentes solventes y posterior obtencién de
las constantes de pseudoprimer orden (k') para los compuestos 4-CHs-DHP y I[V-DHP.

Tabla 4.

Constantes de pseudoprimer orden (k') para la reaccion fotosensibilizada de los
compuestos 4-CHs-DHP y IV-DHP en diferentes medios usando RB y TPP como
fotosensibilizadores y DMA como actinémetro.

’ -4 -1

k (10 seg )
Medios A B DMA
Acetonitrilo 1.33 0.77 135
Benceno 0.16 0.15 8.38
Etanol 0.26 0.303 18.1
Hexano 0.097 0.094 1.27
Dodecil sulfato de sodio (SDS) 0.047 0.033 26.4
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Tabla 5.

Constante de velocidad de reaccion quimica total (kg) de desactivacién de

singulete 02(1Ag), para las 1,4-dihidropiridinas estudiadas.

oxigeno

kg (10° Mt s?)
Medios A B
Acetonitrilo 4.63 2.68
Benceno 20.6 19.3
Etanol 6.51 7.58
Hexano 13.8 133
Dodecilsulfato de sodio (SDS, anidnico) 0.81 0.57

Tomando los valores de las constantes de reaccién quimica, kg, para los compuestos
estudiados 4CH; y IV-DHP podemos observar que presentan valores de magnitud similar
siendo los valores de kg para 4CH3-DHP ligeramente superiores a los de IV-DHP. También
podemos apreciar que estos valores de kg son del orden de las constantes de velocidad
totales reportadas para sus homélogos,?® lo que permite clasificarlas como relativamente

buenos desactivadores de oxigeno singulete, Oz(lAg).

Ademas, si prestamos atencidn a la fotodegradacién de los compuestos estudiados Ay B
en presencia y ausencia de un fotosensibilizador (como Rosa Bengala y TPP), podemos ver
gue en presencia de un fotosensibilizador el consumo del compuesto es mas rapido lo que
nos muestra el papel que la generacién de oxigeno singulete, Oz(lAg), juega en la

reactividad de estas especies.

24



5. Conclusiones.

En base a los resultados experimentales podemos observar que los compuestos
estudiados 4-CH3-DHP y IV-DHP presentan una menor fotolabilidad y un comportamiento
diferente en relacion a sus analogos comerciales Nimodipino y Felodipino, esto podria
atribuirse a la presencia de un grupo dador de densidad electrdnica sobre el grupo 4-aril
de la posicion 4 del anillo dihidropiridinico, que impediria el mecanismo de transferencia
de carga intramolecular, el cual probablemente es el que conlleva a la formacion de
especies fototdxicas y/o fotoalergénicas.

A su vez, podemos apreciar en base a los rendimientos cuanticos de fotodegradacion que
los compuestos 4-CHs-DHP y IV-DHP en comparacién a los analogos comerciales son
mucho menos fotoldbiles ante la irradiacion de luz UV-Vis.

Las velocidades observadas durante los procesos de fotdlisis en presencia de
fotosensibilizadores (RB y TPP) son mayores que las obtenidas mediante irradiacidn
directa de luz UV lo que indica que la generacién de oxigeno singulete juega un papel
importante a la hora de aumentar la reactividad de los compuestos estudiados gracias a
esta especie reactiva de oxigeno.

En resumen, la presencia de un sustituyente dador de densidad electrdnica sobre el grupo
4-aril de la posicion 4 del anillo dihidropiridinico de los compuestos estudiados, tiene una
influencia directa en su fotolabilidad y su capacidad de producir oxigeno singulete, Oz(lAg)
con lo que se puede hacer mas o menos sensible ante la irradiacién de luz UV-Vis segun el
tipo de sustituyente presenten estos compuestos.
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