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RESUMEN

Esta Tesis Doctoral tuvo como finalidad el desarrollo de nuevos agentes fototerapéuticos para
su potencial aplicacién en terapia fotodindmica (TFD) y terapia fotodinamica antimicrobiana
(TFDA) destinadas al tratamiento de patologias oncolégicas y no oncoldgicas,
respectivamente. Ambas alternativas terapéuticas han demostrado resultados promisorios y
se sustentan en la utilizacidon de fotosensibilizadores (Fs), compuestos quimicos capaces de
absorber luz de determinada longitud de onda, generando especies reactivas del oxigeno
responsables de la muerte celular.

Se sintetizaron nuevos Fs de segunda generacion a partir de modificaciones estructurales
sobre prototipos de la familia de fenotiazinas, toluidine blue O (TBO) y azure A (AzA), con la
finalidad de mejorar su eficacia fotodindmica. Se realizd la bromacién de los reactivos de
partida ensayando diferentes parametros de sintesis para obtener los compuestos
dibromados de toluidine blue O (TBOBr;), azure C (AzCBr;) y azure A (AzABr;). Los nuevos Fs
se analizaron por cromatografia en placa fina, cromatografia liquida de alta eficacia y
espectrofotometria UV-Visible. La caracterizacién por espectrometria de masas de alta
resolucién y espectroscopia de resonancia magnética nuclear de protones permitid
corroborar la estructura de los productos obtenidos. El Fs AzABr; resultd inestable en las
condiciones de almacenamiento (ambiente de nitrégeno, oscuridad y baja temperatura). Por
lo expuesto, se evaluaron las propiedades fisicoquimicas y fotoquimicas de TBOBr; y AzCBr,.
Los nuevos Fs bromados evidenciaron valores pK; cercanos al pH fisiolégico, presentaron
mejores rendimientos cuanticos de producciéon de oxigeno singlete que su precursor y fueron
fotoquimicamente estables. Los estudios de agregacion permitieron identificar a las especies
monoméricas y agregadas de los Fs evaluando diferentes medios y concentraciones. Se
llevaron a cabo ensayos de fotohemdlisis in vitro de gldbulos rojos permitiendo inferir un
mayor dafio celular fotoinducido de TBOBr; con relacién a TBO y AzCBr,. Adicionalmente se
determiné que los nuevos derivados presentan actividad fotodindmica principalmente

mediante el mecanismo Tipo Il
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ABSTRACT

The objective of this doctoral thesis was the development of new phototherapeutic agents for
their application in photodynamic therapy (PDT) and antimicrobial photodynamic therapy
(APDT) used for the treatment of oncological and non-oncological pathologies, respectively.
These therapeutic modalities have shown promising results and are based on the
administration of photosensitizers (Ps), chemical compounds that absorb light of the
appropriate wavelength and generate reactive oxygen species responsible for cell death.

In this context the need to develop new second-generation Ps from structural modifications
on prototypes of the phenothiazine family, toluidine blue O (TBO) and azure A (AzA), was
raised in order to improve their photodynamic efficiency.

The bromination of the starting reagents was carried out by testing different synthesis
parameters to obtain the dibrominated compounds of toluidine blue O (TBOBr;), azure C
(AzCBr;) and azure A (AzABr;). The new Ps were analyzed by thin layer chromatography, high
performance liquid chromatography and UV-Visible spectrophotometry. Characterization by
high resolution mass spectrometry and proton nuclear magnetic resonance spectroscopy
allowed corroborating the structure of the products obtained. The Ps AzABr, was unstable
under storage conditions (nitrogen environment, darkness and low temperature). Therefore,
the physicochemical and photochemical properties of TBOBr; and AzCBr, were evaluated.
The new brominated Ps showed pK, values close to physiological pH, presented better
guantum vyield of singlet oxygen production than its precursor and were photochemically
stable. On the other hand, the aggregation test made it possible to identify the monomeric
and aggregated species of the studied Ps in different media and concentrations.

Finally, in vitro photohemolysis red blood cells allowed inferring a higher photodynamic
activity of the TBOBr; in relation to TBO and AzCBr,. Furthermore, it was determined that the
new derivatives obtained present their photodynamic activity predominantly through the

Type Il mechanism.
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OBJETIVOS

La terapia fotodindmica y terapia fotodindmica antimicrobiana son modalidades terapéuticas
prometedoras para el abordaje de importantes problemdaticas de salud, tales como el
tratamiento de enfermedades oncoldgicas, no oncolégicas y la resistencia de
microorganismos a los agentes antimicrobianos, entre otras. Por tal motivo han
experimentado en las ultimas décadas un importante crecimiento y los avances cientificos y
tecnoldgicos potenciaron sus aplicaciones en diferentes campos de la medicina. Sin embargo
actualmente se dispone de un numero reducido de compuestos fotoactivables aprobados
para su uso clinico, los cuales distan de reunir las caracteristicas éptimas establecidas para un
fotosensibilizador ideal. La administracién de elevadas concentraciones del farmaco para
alcanzar el objetivo terapéutico y la aplicacién limitada al tratamiento de patologias
superficiales sefialan la necesidad de desarrollar nuevos agentes terapéuticos, lo que motivo

el abordaje de esta Tesis Doctoral.

OBIJETIVO GENERAL

Contribuir al desarrollo de nuevos fotosensibilizadores que permitan optimizar el tratamiento
de diversas patologias mediante la aplicacion de la terapia fotodindmica y la terapia

fotodindmica antimicrobiana.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

v’ Sintetizar y caracterizar nuevos agentes fototerapéuticos.
v Determinar las propiedades fisicoquimicas y fotoquimicas de los nuevos
fotosensibilizadores.

v’ Evaluar el efecto fotocitotdxico de los derivados fotoactivables.

El primer objetivo especifico implicd la evaluaciéon de las condiciones de sintesis y
caracterizacion de nuevos fotosensibilizadores de segunda generacion derivados de la familia
de fenotiazinas. El desarrollo de reacciones de bromacion y aminacion de Buchwald-Hartwig

5



Objetivos

permitieron obtener derivados que incrementaron la generacién de oxigeno singlete,
presentaron un corrimiento batocrémico de la longitud de onda de méxima absorcién y una
mejora en las propiedades fisicoquimicas de los precursores.

En el segundo objetivo especifico se propuso determinar un conjunto de parametros que
gobiernan diferentes procesos bioldgicos tales como permeabilidad celular, absorcién,
distribucién y excrecion. Asimismo fue relevante evaluar las caracteristicas relacionadas a la
absorcién-emision de luz y la reactividad quimica desencadenada por la irradiacion de los
agentes fototerapéuticos. En este marco se estudiaron la constante de disociacién acida, la
estabilidad fotoquimica y la produccién de oxigeno singlete. Adicionalmente los estudios de
agregacion en funcién de la concentracidn en diferentes medios organicos y acuosos,
evidenciaron el potencial impacto en la eficacia fotodinamica.

Finalmente el efecto fotocitotéxico, definido como la respuesta toxica ocasionada en una
célula por exposicion a agentes fotoactivables e irradiacidon con luz, se evalué mediante
ensayos de fotohemodlisis in vitro. La ruptura de glébulos rojos fue detectada por la liberacién
de hemoglobina permitiendo inferir la potencial actividad fotocitotdéxica de los

fotosensibilizadores en lineas celulares cancerigenas y microbianas.
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INTRODUCCION GENERAL

1.1. GENERALIDADES

La terapia fotodinamica (TFD) constituye una modalidad terapéutica moderna y no invasiva,
aplicable al tratamiento de enfermedades no oncoldgicas y diferentes tipos de céncer. Los
excelentes resultados terapéuticos y la posible utilizacién en paralelo con otras terapias,
determinan que sea viable su uso en diversas dreas de la medicina ®. La TFD se ha empleado
con éxito en campos tales como la dermatologia, ginecologia, urologia y en distintos
tratamientos oncoldgicos 2. Esta terapia fue aprobada para su aplicacién en diversos tipos de
cancer, de cabeza y cuello, piel no melanoma (carcinoma de células basales y enfermedad de
Bowen), neoplasias de vejiga, ginecoldgicas y lesiones precancerosas (queratosis actinica)
entre otras. La TFD también es ampliamente utilizada para el diagndstico de cdncer mediante
teragnosis (término que surge de la combinacién de pruebas de diagndstico y terapia), una
técnica prometedora basada en la conjunciéon de imagenes fluorescentes y una alternativa
terapéutica moderna 3.

La TFD consiste en la aplicacion local o sistémica de un compuesto fotosensible, denominado
fotosensibilizador (Fs), que presenta una acumulacién preferencial en tejidos patolégicos. Las
moléculas fotosensibilizadoras absorben luz a una longitud de onda adecuada, iniciando la
activacion de procesos que conducen a la destruccidn selectiva de las células dafiadas. Esta
terapia presenta una éptima tolerancia debido principalmente a su accién selectiva. Por otra
parte, los tratamientos son indoloros y de simple administracion, lo que permite la aplicacion
ambulatoria. Adicionalmente, se emplea en cuadros de inflamacién crénica y es una
alternativa interesante frente a infecciones bacterianas resistentes a farmacos #°. Esta ultima
utilizacién se denomina en la actualidad terapia fotodindmica antimicrobiana (TFDA), con
antecedentes promisorios en el abordaje de diversas patologias ocasionadas por bacterias
Gram-positivas y Gram-negativas, virus, parasitos y hongos. La TFDA ha demostrado
resultados exitosos frente a bacterias patdgenas tanto en estado planctdnico asi como sobre

la formacidn de biofilms 7.
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1.2. ANTECEDENTES

Los primeros antecedentes bibliograficos relativos a un "efecto fotodindmico" fueron
proporcionados por Raab y Von Tappeiner &°. Ellos demostraron que ciertos compuestos
sensibilizan a los microorganismos en presencia de luz de manera que tal exposiciéon conduce
rapidamente a la muerte celular. Figge y col., demostraron en 1948, que las porfirinas
administradas de forma exdgena, se acumulan selectivamente en los tumores murinos °. Este
estudio se extendié a pacientes con cdncer, de modo tal que la aplicacion de hematoporfirina
condujo a la fluorescencia selectiva del tumor 1. El campo de la TFD clinica avanzd adn mas
cuando se determind que la fluorescencia del tumor se intensifica al aplicar un "derivado" de
hematoporfirina 2. La naturaleza de este material no fue revelada inicialmente y se utilizé la
abreviatura "HPD", para referirse al mismo, por sus siglas en inglés, hematoporphyrin
derivative. Estudios posteriores revelaron que es una mezcla de porfirinas, compuesta por
mondmeros, dimeros y oligdmeros superiores 3,

A partir de esta instancia, la evaluacidon de este tipo de compuestos adquirid relevancia
mediante ensayos que permitieron demostrar que la formulaciéon de HPD podia utilizarse para
la localizacién de diferentes neoplasias a través de la fluorescencia tumoral 4.
Posteriormente, en 1972, Diamond y col. publicaron el primer informe que sugiere que el
procedimiento in vivo utilizando una preparacidén de hematoporfirina podria tener efectos
terapéuticos. Este trabajo demostrd que era factible erradicar las células de glioma tanto en
cultivo celular, como asi también, en tumores trasplantados en ratones °. El grupo de
Dougherty, utilizando HPD, como material fotosensibilizante y distintas fuentes de irradiacién,
informo el tratamiento promisorio en pacientes con diversos tumores. El mismo equipo de
trabajo demostrd en 1979 el exitoso efecto terapéutico sobre el carcinoma de mama 1718,
Basado en la terminologia introducida inicialmente por Von Tappeiner, este procedimiento se
denominé terapia fotodindmica 3.

Gomer y col., utilizaron preparaciones radiactivas para demostrar la biodistribucién de HPD.
Este material fotosensibilizante se concentrd en los tejidos malignos, evidenciando ademas
acumulacién en higado, rifidn y bazo. Sin embargo, al aplicar una irradiacion localizada en la
zona a tratar no se observaron efectos adversos en los érganos vitales antes mencionados *°.
Otro avance importante identificé el oxigeno singlete (*02), generado por efecto de la luz

incidente sobre las porfirinas, como el principal agente citotéxico producido durante la TFD %,

10
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La bibliografia relativa a TFD hasta el afio 1991, referencia principalmente los estudios
vinculados a la biodistribuciéon de HPD y la respuesta en animales portadores de tumores 2%,
Se identificaron los componentes "activos" como una serie de dimeros de porfirina y
oligdmeros superiores unidos por enlaces éter 22, El producto disponible comercialmente y
aprobado en 1995 por la Administracion de Medicamentos y Alimentos de Estados Unidos

(FDA, por sus siglas en inglés) consistié en HPD, excluidas las porfirinas monomeéricas, el cual
se denomina "Photofrin® y se aplica atn en la actualidad en TED clinica 323,

La primera experiencia argentina en TFD, se desarrollé en el afio 2000 en el Centro de
Microscopia Electrdénica de la Universidad Nacional de Cérdoba. El estudio clinico, consistio en
el tratamiento de 27 pacientes que presentaban queratosis actinica, aplicando acido 5-
aminolevulinico (ALA, por sus siglas en inglés) como Fs e irradiacion con una fuente de luz no
coherente. Los pacientes tratados evidenciaron respuesta terapéutica y el 84% remision
completa de la patologia ?*.

La Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT)
aprobé en el afio 2008 a Photofrin® para el tratamiento de cancer de eséfago, eséfago de

Barrett y pulmodn, siendo el Laboratorio Techsphere el responsable de la fabricacion y
comercializacién de este medicamento. A partir de estos antecedentes Argentina fue el primer

pais de Latinoamérica en aplicar esta terapia y el procedimiento se desarrollé en el Hospital

General San Martin (La Plata, Buenos Aires) empleando Photofrin® como agente terapéutico

25

1.3. TERAPIA FOTODINAMICA Y TERAPIA FOTODINAMICA ANTIMICROBIANA

La TFD combina tres elementos fundamentales, luz, oxigeno molecular (02) y un Fs
impactando selectivamente en las células tumorales mediante la actividad citotdxica. Las
células malignas y macréfagos presentan una captacion preferencial por este tipo de agentes
terapéuticos. Los Fs se activan por exposicion a la luz y reaccionan con el O, para producir
especies reactivas del oxigeno (EROs). Estas moléculas citotdxicas inducen una serie de
reacciones bioldgicas que finalmente conducen a la muerte celular. Los resultados de la TFD
dependen de la naturaleza de las células a tratar y las condiciones luminicas, como asi también

de la localizacidn y las propiedades fisicoquimicas, fotofisicas y fotoquimicas del Fs 26728, La

11
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Figura 1.1 muestra de manera esquematica los pasos involucrados en la TFD, no invasiva y
altamente selectiva. El primero consiste en la administracidon del Fs por via intravenosa y/o
tdpica; este agente terapéutico se concentra en las células tumorales debido a su selectividad.
Con posterioridad se irradia la zona afectada con luz de una determinada longitud de onda y
en la Ultima etapa el tumor es destruido selectivamente como consecuencia de la formacién

de EROs %°.

PASO 1 PASO 2 PASO 3 PASO 4

Administracién del Concentraciénen el Activacién del Fs por Destruccidn selectiva de
Fotosensibilizador (Fs) sitio de accidn irradiacién de luz las células tumorales

Figura 1.1: Pasos involucrados en la TFD

Una ventaja representativa de la TFD es que no evidencia resistencia cruzada con la
quimioterapia, ya que su mecanismo de accion es diferente al involucrado en la terapia
tradicional con agentes antineoplasicos. Por lo tanto, la TFD se presenta como un tratamiento
alternativo o sinérgico a la quimioterapia. Adicionalmente, esta estrategia terapéutica
presenta una ventaja en términos de efectos secundarios, ya que la activacion con luz laser
solo se limita a la zona a tratar y la toxicidad del Fs es menor en las regiones no irradiadas,
difiriendo significativamente de los farmacos antineoplasicos que desencadenan numerosos
efectos adversos 3°.

Otra ventaja relevante de la TFD es que el organismo no adquiere resistencia, transformdandola
en una modalidad prometedora para el tratamiento de diferentes tipos de neoplasias de piel,
esofago y pulmdn, como asi también, para patologias no neoplasicas, tales como
aterosclerosis, degeneracién macular y artritis reumatoidea, entre otras 3.

La TFD como todo método terapéutico presenta ciertas desventajas relacionadas con el Fs y
la fuente de luz aplicada. Desafortunadamente, a pesar de la amplia diversidad de agentes
fotosensibilizadores aplicados en la clinica y los que estan en etapa de desarrollo, no se

dispone en la actualidad de un Fs ideal (seccidn 1.4) 32,
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La comunidad cientifica estudia en la actualidad la problematica relativa a la resistencia
antibidtica que presentan diferentes microorganismos. En tal sentido la TFDA es una
herramienta valiosa que requiere agentes fotosensibilizantes capaces de inducir la formacién
de EROs que provoquen, de manera eficiente y selectiva, la erradicacion de distintos
patdgenos 33, La estrategia de la TFDA es esencialmente coincidente con la que presenta la

TFD y los alcances de la misma se muestran en la Figura 1.2.

Virus
Parasitos

Bacterias
Gram
Positivas

Hongos

Bacterias Gram MNegativas

Figura 1.2: Alcances de la TFDA.

A principios de la década de 1990 la accién fotodinamica se aplicé con fines no oncoldgicos
como es la inactivacion de microorganismos patégenos 3*. La TFDA se exploré como una
alternativa a los tratamientos antimicrobianos convencionales y los Fs fueron disefiados para
unirse selectivamente a las células microbianas 3>:3¢,

Una ventaja destacable de la TFDA es el efecto rdpido sobre los microorganismos, en
comparacion con otros agentes antimicrobianos. Esto se explica porque en general las células
microbianas presentan mayor carga negativa que la atribuible a las células de los mamiferos.
Al aplicar un Fs catidnico, éste se une mas rdpidamente a las células microbianas, en tanto que
la captacidn por las células del huésped (mamiferos) es pausada. Otro aspecto relevante de
esta estrategia es que presenta un amplio espectro de accién en comparacién con los
antibidticos convencionales, ya que el Fs actua sobre diversos microorganismos tales como
bacterias, protozoos, hongos, virus y parasitos, entre otros 3’. Adicionalmente, el Fs aplicado
de forma tdpica o local en el drea afectada es eficaz para producir la muerte de cepas

bacterianas resistentes y sensibles, por lo que reduce los efectos adversos y el dafio al tejido

13
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huésped 3839, La principal ventaja de la TFDA frente a los tratamientos con antibidticos
convencionales es que no existen evidencias que sefalen resistencia microbiana adquirida a
esta terapia 44!, Sin embargo, es importante destacar que esta estrategia presenta como
desventaja la falta de especificidad. Por otra parte, no se dispone en la actualidad de Fs
antimicrobianos para uso humano eficaces y aprobados en base a rigurosos controles

toxicoldgicos 32.

1.4. FOTOSENSIBILIZADORES

Los componentes mds importantes requeridos para el desarrollo de la TFD son el Fs, luz y
oxigeno molecular. Los Fs se definen como sustancias capaces de absorber luz a una longitud
de onda especifica, desencadenando reacciones fotoquimicas o fotofisicas que generan EROs
responsables de la muerte celular. Cabe destacar un conjunto de caracteristicas y condiciones

que describen al Fs ideal 4274, tales como:

e Alto grado de pureza quimica.

e Estabilidad quimica a temperatura ambiente.

e Efecto fotosensible solo en presencia de luz de una longitud de onda especifica.
e Estabilidad fotoquimica.

e Alta reactividad fotoquimica. La maxima absorcién de luz debe presentarse entre las
longitudes de onda de 600 nm a 800 nm, conocida como ventana fototerapéutica, a fin de
alcanzar una penetracion mas profunda en los tejidos. Aquellos Fs que absorben luz a una
longitud de onda superior a 800 nm no proporcionan energia suficiente para estimular al

oxigeno en su estado singlete.

e Minima absorcién en el rango de 400 nm a 600 nm, lo cual previene la posible

fotosensibilidad cutdnea prolongada provocada por la exposicidn a la luz solar.

e Las curvas espectrales no deben superponerse a las correspondientes a otras sustancias

enddgenas como melatonina, hemoglobina u oxihemoglobina.
e Citotoxicidad minima en la oscuridad.

e Alto rendimiento cudntico de formacidn del estado triplete excitado.

14
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¢ Elevado rendimiento cudntico de generacién de oxigeno singlete.

e Adecuada solubilidad en los tejidos del organismo, con un balance hidrofilico/lipofilico

apropiado, para una absorcidén celular conveniente.

e Alta selectividad por los tejidos neoplasicos. El Fs debe abandonar en forma lenta las areas
afectadas y requiere ser eliminado rapidamente de los tejidos sanos, para minimizar los

efectos secundarios fototdxicos de la terapia.

e Sintesis simple, econdmica y de facil disponibilidad.

1.4.1. Primera generacion

La primera aplicacién de un agente fotosensibilizante en combinaciéon con luz se atribuye a un
estudiante de medicina, Oscar Raab en la década de 1900, quien durante experimentos con
derivados de acridina demostré fluorescencia en protozoos con posterioridad al tratamiento
con Fs y luz. El efecto toxico provocé la muerte de estos microorganismos y este fendmeno se
denominé "efecto fotodindmico" #°. El primer intento eficaz de tratamiento del cancer de piel
se desarrollé con solucion de eosina al 5 %. Sin embargo, esta terapia no llegd a un publico
amplio y fue olvidada durante décadas 4647,

Los Fs se introdujeron en la clinica a escala comercial en la década de 1970 por el Dr. Thomas
Dougherty %8, El ensayo de una mezcla de porfirinas solubles en agua llamadas HPD fueron
obtenidas por purificacion y modificacién quimica del Fs hematoporfirina. Este derivado
presentd mejor selectividad tisular tumoral y menor efecto fotosensibilizante en la piel que la

hematoporfirina. Una mezcla de dimeros de porfirina y oligémeros de la HPD, conocida como
porfimero de sodio o Photofrin®, es un Fs comunmente utilizado . Este presenta algunas

limitaciones en la clinica relativas a la baja pureza quimica (es una mezcla de mas de 60

moléculas) y la restringida penetracion en los tejidos, como consecuencia de la longitud de

onda de maxima absorcion por debajo de la ventana fototerapéutica >%>*.

1.4.2. Segunda generacion

En 1980 se iniciaron estudios relativos a la generacidon de nuevos Fs, evaluando numerosas

sustancias con potencial fotosensibilizante y solo algunas se ensayaron en la etapa clinica.
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Actualmente, los Fs de segunda generacidon corresponden a derivados de porfirinas y Fs
sintéticos, tales como: ALA, derivados de benzoporfirina, clorinas y analogos de
bacterioclorinas y ftalocianinas °%°3.

Los compuestos organicos no relacionados a las porfirinas, Fs no porfirinicos, incluyen diversas
antraquinonas, fenotiazinas, cianinas, xantenos, azinas, oxazinas, como asi también
compuestos 4-4-diflouro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacenos (BODIPY) y aza-BODIPY, entre otros
54_

Los Fs de segunda generacion se caracterizan por presentar mayor pureza quimica y
rendimiento de formacién de *0,, de igual modo que una mejor penetracion tisular debido a
la absorcidn en el rango de longitud de onda entre 650 nm a 800 nm. Ademas exhiben menos
efectos secundarios y una rapida eliminacién del organismo, en comparacién con los Fs de
primera generacioén. La principal desventaja de la segunda generacién de Fs radica en la baja
solubilidad acuosa, siendo una limitante significativa para la administracion intravenosa, por
esta razén en numerosos casos se requiere el desarrollo de métodos de vehiculizacion que

permitan alcanzar el sitio de accidn >>°°,

1.4.3. Tercera generacion

El desarrollo de los Fs de tercera generacion se sustenta en la preparacion de sistemas con

mayor afinidad por el tejido a tratar, reduciendo el dafio al entorno circundante. Por tal

motivo, surgieron nuevos sistemas de administracion de farmacos que permiten aumentar la

biodisponibilidad del Fs e incrementar el efecto fotodinamico *’. La tercera generacién de Fs

involucra la unién de aquellos Fs de segunda generacién con componentes tales como

anticuerpos, ligandos o portadores que permitan una administracion eficaz y especifica °8.

La TFD y TFDA aplican distintas estrategias que permiten incrementar la selectividad del Fs,

tales como:

v Combinacidn del Fs con lipoproteinas de baja densidad (LDL, por sus siglas en inglés) >0,

v’ Conjugacién del Fs con un anticuerpo monoclonal dirigido al antigeno especifico de las
células cancerosas 1763,

v' Marcadores de la superficie del tumor, como receptores de transferrina u hormonas (por

ejemplo, insulina) 4264,
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v Fs conjugados quimicamente con polimeros biocompatibles, nanoparticulas, liposomas,
micelas e hidrogeles, entre otros 67,

Con relacidn a la ultima estrategia es importante sefialar que la nanomedicina es la aplicacion
de materiales nanotecnoldgicos, conocidos como nanoportadores, para la administracién de
farmacos que permiten el diagndstico y tratamiento de diversas patologias. Estos sistemas de
transporte tienen el potencial de mejorar la solubilidad de los Fs, prolongar su vida media en
la circulacion sanguinea, controlar de manera eficiente la farmacocinética y la acumulacién
del mismo en el tejido requerido, disminuyendo los efectos secundarios. También permiten
aumentar la biodisponibilidad y superar la resistencia microbiana a multiples farmacos 7°.

Estas alternativas favorecen la selectividad e incrementan la acumulacién del Fs en las zonas

tratadas, brindando la posibilidad de reducir las dosis administradas 773,

1.5. FUENTES DE LUZ

Las fuentes de luz aplicadas en el tratamiento fotodindamico deben presentar caracteristicas
espectrales que coincidan con el intervalo de longitudes de onda de maxima absorcion del Fs,
a fin de generar niveles adecuados de EROs que desencadenan el efecto citotdxico deseado
%75 Los Fs se activan con luz roja entre 630 y 700 nm, con un poder de penetracion en los
tejidos de 0,5 cm a 630 nmy 1,5 cm a 700 nm 7®.

Las primeras fuentes de luz aplicadas en TFD fueron policromaticas y no coherentes, disefiadas
para emitir luz blanca y calor en la mayoria de los casos. Se incluyen las ldmparas de filamento
de tungsteno, halégeno de cuarzo, arco de xendn, haluro metalico y de sodio revestidas de
fosforo. Estas fuentes de luz pueden producir espectros de longitudes de onda amplios, por lo
que se utilizan conjuntamente con filtros dpticos para acotar el rango de irradiacion. Las
desventajas de las ldmparas convencionales incluyen efecto térmico significativo, baja
intensidad de luz y dificultad para determinar la dosis administrada. Sin embargo en la
actualidad, la mayoria de estos inconvenientes pueden ser superados por un cuidadoso disefio
de ingenieria 7’.

La invencidn de los laseres en la década de 1960 impacto en la TFD permitiendo una radiacién
monocromatica y coherente. El tratamiento se definié aplicando la longitud de onda éptima,
una alta densidad de energia y transmision de luz mediante fibras dpticas 7 7”78, La principal

desventaja de este tipo de fuente de luz es el elevado costo 74.
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Los diodos emisores de luz (LED, por las siglas en inglés) son sistemas compactos, livianos, no
emiten calor, requieren poca energia para producir irradiaciones a distintas longitudes de
onda y se pueden montar en una amplia gama de geometrias y tamafios. Dependiendo de la
profundidad de las patologias a tratar, los LED pueden implantarse en diferentes catéteres
permitiendo la irradiacién de grandes superficies >37°-81,

Las lamparas haldgenas, a diferencia de los laseres y los LED, presentan la posibilidad de
coincidir espectralmente con el Fs, sin embargo no pueden acoplarse de manera eficiente a

fibras pticas y provocan un elevado calentamiento 774, La Tabla 1.1, resume las ventajas y

desventajas de las fuentes de luz 792,

Tabla 1.1: Ventajas y desventajas de las fuentes de luz.

FUENTE DE LUZ VENTAIJAS DESVENTAIJAS
» Monocromatico > Elevado costo
LASER > Potente > Gran tamafio
> Adaptable a fibras dpticas » Requiere mayor mantenimiento
» Tamafio pequefio > Efectos térmicos
LED > Bajo costo > Baja potencia
» Puede utilizarse directamente para > Divergencia del haz (en
aplicaciones endoscoépicas/intersticiales comparacién con los laseres)
5 Disefio simple > Pueden sufrir pérdidas al acoplarse
LAMPARAS > Baio costo P a fibras dpticas
HALOGENAS J . N . » Requiere filtrado espectroscopico
» Campo de irradiacién amplio L
» Efectos térmicos

1.6. PROCESOS FOTOFISICOS Y FOTOQUIMICOS

El Diagrama de Jablonski ilustra los eventos fotofisicos y fotoquimicos que se desencadenan
con la absorcidn de luz por parte del Fs (Figura 1.3). El Fs en estado basal o fundamental
presenta dos electrones con espines opuestos en un orbital molecular de baja energia; esto
se conoce como estado singlete fundamental (*Fs).

Al absorber luz de una determinada longitud de onda el Fs pasa al estado singlete excitado
(*Fs*), de esta manera un electron migra a un nivel de energia mayor conservando el mismo
spin electrdnico. Este estado energético presenta un tiempo de vida corto y disipa su energia

emitiendo luz por fluorescencia o por conversion en calor interno (liberacion de calor).
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Cuando el tiempo de vida del Fs* lo permite tiene lugar el denominado cruce entre sistemas
con lainversién del spin electrénico. La molécula pasa al estado conocido como estado triplete
excitado (3Fs*), de mayor tiempo de vida, lo que posibilita la interaccién con moléculas del
entorno incrementando el potencial del Fs como agente terapéutico. El 3Fs* puede disipar la
energia mediante la emision de luz, fendmeno denominado fosforescencia, o bien

desencadenar diferentes procesos fotoquimicos 838>,

Mecanismo Tipo |

Cruce entre sistemas
> Produccién de EROs

M

= L J
A f UL - —— '
Emision
Absorcion Fluorescente

Energia

. > Produccion de Oxigeno
Singlete

Mecanismo Tipo i

Liberacionde |
Calor

Emision

LT

3‘ 4 Fosforescente

>
=
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Figura 1.3: Procesos fotofisicos y fotoquimicos implicados en la TFD y TFDA.

El Fs activado puede generar diferentes especies citotdxicas responsables de la muerte celular.
ElI 3Fs*, a través del mecanismo Tipo |, interactia con los sustratos bioldgicos (S) y les transfiere
un protdn o electrén dando origen a radicales catidnicos o anidnicos (S*°). Estos radicales
pueden reaccionar adicionalmente con oxigeno para producir EROs, entre las que se destacan,
radical anidn superdxido (O27), radical hidroxilo (OH:) y peréxido de hidrégeno (H;0,). El
mecanismo Tipo |l tiene lugar mediante una transferencia de energia, donde el 3Fs* reacciona
con oxigeno molecular produciendo 10,, especie altamente reactiva y citotdxica 8688,

La produccidn de radicales libres y la formacién de 'O, contribuyen a la fotocitotoxidad en
células malignas y/o diferentes microorganismos patdgenos. La TFD y TFDA, en general
involucran la contribucidon de los mecanismos de accién fotodinamicos Tipo | y Tipo Il. La
relacidn entre estos procesos depende tanto de las caracteristicas intrinsecas del Fs aplicado,
como asi también de la concentracion de sustrato y oxigeno. La alta reactividad y la corta vida
media del 10, y de los diferentes radicales implican que las estructuras celulares que se

encuentran en la region donde se localiza el Fs, estan directamente afectadas por esta
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estrategia terapéutica &°.

Algunos reportes bibliograficos sugieren que podria tener lugar el denominado mecanismo
Tipo lll, que consiste en la interaccién directa entre el 3Fs* y biomoléculas (nucledtidos y
diferentes residuos proteicos) presentes en el medio, desencadenando la formacion de
radicales libres que difieren de aquellos generados en el mecanismo Tipo | provocando la
muerte celular 8. Este mecanismo requiere de una alta concentracién del Fs para producir
una accion tdxica sobre las células diana siendo una via independiente del oxigeno °°.

Los tres mecanismos podrian tener lugar durante el proceso de fotosensibilizacién, pero se
sugiere que el Tipo Il predominaria sobre los restantes. El 10, presenta mayor reactividad que

las otras EROs provocando la destruccidn irreversible de las células tratadas *°.

1.7. PROCESOS DE MUERTE CELULAR

Terapia fotodinamica

La literatura sugiere que la TFD induce la muerte de las células malignas a través de vias directa
e indirecta. La primera involucra tres procesos, apoptosis, necrosis y autofagia ’>°%%2, mientras
que la segunda implica el dafio al sistema vascular que suministra nutrientes y oxigeno al
tejido tumoral 3. Estos procesos pueden desencadenarse de forma individual o simultdnea

(Figura 1.4) °4,

Apoptosis: es |la modalidad de muerte celular habitual en respuesta a la TFD mediante diversas
vias de sefalizacidon, que se acoplan con caspasas, a la familia de proteinas Bcl-2 (B-cell
lymphoma 2) y factores inductores de apoptosis. En este caso la célula sufre una contraccion
caracteristica y posterior formacion de cuerpos apoptéticos con organulos celulares 75939,

Por otra parte, en condiciones de bajos niveles de ATP, la via apoptdtica no esta disponible y
la TFD puede causar muerte en el tejido diana mediante la inducciéon de un proceso necrético

o autofagico °%°7,

Necrosis: se caracteriza por una disfunciéon celular mediante ruptura de las mitocondrias y/o
la membrana plasmatica provocando que el citoplasma se filtre al espacio extracelular

induciendo a la lisis de las células malignas °%%°.
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Autofagia: es el proceso por el cual los organulos y el citosol quedan limitados en el interior

de vacuolas de doble membrana denominadas autofagosomas y que una vez fusionados con

lisosomas (autolisosomas), el contenido es digerido por enzimas lisosomales 9310,

.

Apoptosis - Autofagia
l Necrosis
N/ S @D\
ZI0. hERS flo)l: [ ® .\
A ) S INGTC)

Figura 1.4: La morfologia de las células en apoptosis, necrosis y autofagia.

Estos procesos de muerte celular son inducidos por diferentes vias de sefializacidon
dependiendo tanto del tipo, dosis y localizacion del Fs, como asi también de las caracteristicas
particulares del tejido diana y el nivel de oxigeno presente en el area sometida a TFD, entre
otros factores %1, Es probable que los Fs localizados en membrana y lisosomas causen
necrosis, mientras que aquellos que se localizan en las mitocondrias generen apoptosis en las
células a tratar %3.

El Fs puede actuar mediante el mecanismo Tipo | provocando necrosis, que se caracteriza por
una lisis rapida y repentina que afecta a un gran nimero de células de manera simultanea, sin
discriminar las circundantes. El "dafio colateral" estd mediado por la liberacidon de materiales
celulares y citocinas al ambiente extracelular °1. Generalmente, dosis altas de un Fs y/o luz,
desencadenan la destruccion de la membrana citoplasmatica conduciendo a este proceso de
muerte celular ®>. Antecedentes bibliograficos indican que la formacién de EROs es la principal
causa de necrosis durante la TFD 8192,

Las reacciones involucradas en el mecanismo Tipo Il dan lugar a la lisis celular mediada por
apoptosis o autofagia. La primera consiste en un mecanismo programado, inducido por una

variedad de sefales intracelulares. Las etapas primordiales de la apoptosis producen cambios
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morfoldgicos, la condensacion de cromatina y fragmentacidn nuclear. Este proceso de muerte
comienza con la activacion de receptores de muerte transmembranales (via extrinseca) o por
la liberacion de citocromo ¢ de la membrana mitocondrial (via intrinseca) °*193, Las dltimas
fases de la via apoptética intrinseca conducen a la activacion del apoptosoma y caspasa-9, en
tanto que en la extrinseca, los procesos estan mediados por las caspasas-8 y 10. Ambas
alternativas conducen a la activaciéon de endonucleasas, caspasas-3 y 7, lo que conlleva a la
formacidn de cuerpos apoptéticos y la posterior lisis celular 14,

Por el contrario la autofagia es un proceso bioquimico regulado donde la via apoptdtica esta
ausente. Durante el mismo, los componentes celulares innecesarios o disfuncionales son
eliminados por un proceso de autodigestidon; mediante la formacién de autofagosomas, la

posterior fusién con lisosomas y finalmente la degradacién y reciclado de esos componentes

por medio de enzimas lisosomales 8105,

Terapia fotodindmica antimicrobiana

A pesar de los grandes progresos en los ultimos anos, aun no se han comprendido los detalles
de los procesos involucrados en la TFDA y el impacto en las células microbianas 2. Diversos
antecedentes bibliograficos detallan que las vias de captacion de los Fs anidnicos, por células
bacterianas, pueden ser mediadas por una combinacién de carga electrostdtica y proteinas
transportadoras. Este ultimo proceso en el caso de Fs catidnicos surge por interacciones
electrostaticas y vias "auto promovidas" 106107,

El proceso de inactivacidon fotodindmica propuesto para Fs catidnicos, presenta dos vias
alternativas frente a bacterias, levaduras y protozoos que se esquematizan en la Figura 1.5. La
via 1 implica una translocacién directa del Fs a la membrana plasmatica y se desarrolla en
bacterias Gram-positivas y protozoos en la etapa trofozoitica. Por otra parte, la via 2 requiere
de un aumento inicial de la permeabilidad de la pared exterior y tiene lugar en bacterias Gram-
negativas, levaduras y protozoos en fase quistica 1°8,

Ambas vias de captacidn convergen en el interior del microorganismo a tratar, generando las

especies citotéxicas, EROs y/o '0,, con posterioridad a la irradiacién, provocando estrés

oxidativo con consecuente deterioro de las funciones celulares y la muerte microbiana.
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Unién del Fs catidnico a cargas negativas en la pared exterior de la célula microbiana

Translocacion de Fs al interior
de la membrana plasmatica

Alteracidn, en oscuridad o fotoinducida, de la
permeabilidad de la pared exterior

4

Translocacion de Fs al interior de
la membrana plasmatica

/

’ Fotoactivacion del Fs y generacion de especies reactivas citotoxicas ‘

\

’ Estrés oxidativo en blancos especificos del microambiente donde se actua el Fs ‘

\

’ Deterioro del metabolismo y las funciones celulares ‘

.

’ Inhibicién del crecimiento y muerte celular ‘

Figura 1.5: Pasos esenciales involucrados en el proceso de union del Fs a células

microbianas y posterior fotoinactivacion.

1.8. APLICACIONES TERAPEUTICAS

La TFD presenta aplicaciones clinicas en el tratamiento oncolégico de una variedad de

canceres, tales como pulman, piel, mama, cabeza y cuello, tracto digestivo, pancreas, higado,

vejiga, ovario, prostata y cerebro. Adicionalmente esta modalidad terapéutica se utiliza en una

amplia gama de patologias no oncoldgicas, entre las cuales cabe sefialar, infecciones

ocasionadas por diferentes tipos de microorganismos (bacterias, virus, parasitos, hongos, etc);

afecciones hiperproliferativas y/o inflamatorias (degeneracién macular o psoriasis) y lesiones

premalignas (queratosis actinica y eséfago de Barrett), entre otras

109,110
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1.8.1. Oncoldgicas

La primera aplicacion de TFD en el afio 1990 la informd J.C. Kennedy con la administracion de
ALA a pacientes con carcinoma en células basales 1. Posteriormente cabe mencionar el

114

tratamiento de linfoma cutaneo de células T 112113, carcinoma de células escamosas '**y otros

canceres de cabeza y cuello 1*>16, Actualmente se desarrollan estudios relativos a la eficacia

117 queratosis actinica y la enfermedad de

de este Fs frente a carcinomas de células basales
Bowen 118,

La naturaleza hidrofilica del ALA limita su capacidad de penetracion profunda en la piel intacta,
restringiendo el uso a la aplicacidn tépica y al tratamiento de enfermedades superficiales,
donde la estructura del tejido presenta cierto grado de desorganizacion. Con el objetivo de
superar esta limitante, se desarrollé el éster metilico de ALA, metil-aminolevulinato (MAL),
para la aplicacion de TFD frente a la queratosis actinica 1'°. Antecedentes recientes sefialan el

120 oastrico temprano y en displasia del

uso de este Fs en el tratamiento del cancer de vejiga
tracto gastrointestinal. La administracidn sistémica de ALA a pacientes con adenocarcinomas
de recto no operables y carcinoma de colon indicé una fotosensibilizacién tisular eficaz con
protoporfirina IX 124122, En 1995 se tratd con éxito el cdncer de estdmago empleando ALA-TFD
123 La TFD con ALA demostrd ser una alternativa promisoria en las lesiones ginecoldgicas
premalignas del cuello uterino, neoplasias intraepiteliales vulvares y vaginales, presentando
minima destruccion del tejido, preservacién de la anatomia, buen resultado cosmético,

anestesia local y posibilidad de otras terapias concomitantes 124124,

Photofrin® fue el primer Fs aprobado por la Agencia Canadiense de Salud para la aplicacién

clinica de la TFD en cédncer de vejiga. La aprobacién por la FDA y en numerosos paises permitio

el tratamiento de distintos tipos de tumores malignos, tales como de pulmén, eséfago,
gastrico y displasia cervical. Photofrin® es una mezcla compleja de moléculas con escasa

selectividad tisular y baja absorciéon de luz, lo cual implica concentraciones elevadas del Fs que
persisten en el organismo por mas de 2 meses, ocasionando fotosensibilidad cutdnea '%°.

Posteriormente se desarrolld una segunda generaciéon de Fs, con una pureza mejorada,
absorcion a mayores longitudes de onda, mayor fotosensibilidad y selectividad tisular. La

®

Temoporfina, aprobada bajo el nombre comercial de Foscan™, se utilizé ampliamente para el
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tratamiento de carcinomas de células escamosas de cabeza y cuello, cdncer de mama,
pancreas y prostata, con resultados mixtos 2.

La investigacidn relativa a aplicaciones oncoldgicas de diferentes Fs continua en la actualidad.

1.8.2. No Oncoldgicas

Infecciones: La TFDA fue ensayada hace mas de 100 afios frente a varios microorganismos
combinando un Fs apropiado y luz, a una determinada longitud de onda, en presencia de
oxigeno. Recientemente esta alternativa terapéutica ha sido estudiada en profundidad como
un tratamiento apropiado para numerosas infecciones. Este interés ha sido motivado por el
alarmante aumento de la resistencia de los distintos patdégenos a los medicamentos
disponibles comercialmente 2. Diferentes bacterias Gram-negativas y Gram-positivas, en
estado plancténico y formando biofilms, han sido tratadas con numerosos Fs evidenciando
resultados prometedores 128-130,

Los estudios clinicos iniciales de la TFDA en infecciones, se dirigieron a la evaluacién de
patologias virales. Recientemente se han realizado ensayos clinicos frente al virus del

papiloma humano y lesiones de herpes simple 321317134,

Oftalmoladgicas: El primer Fs aprobado para el tratamiento fotodinamico de la degeneracion
macular fue Verteporfina (Visudyne®). Este derivado de benzoporfirina produce EROs por

irradiacion con luz roja, no térmica y de baja energia a una longitud de onda de 689 nm. Este
Fs tiene afinidad por células con una alta expresion de receptores de LDL, manifestando su
accion en células endoteliales tumorales y neovasculares, lo que explica su eficacia en la
eliminacion de vasos formados dentro de la retina. Verteporfina se administra por via
intravenosa 15 minutos antes de la aplicacién de luz laser. La agudeza visual de los pacientes
se incrementé en comparacion con aquellos que no recibieron el tratamiento. El éxito de la
TFD con este Fs propicid su utilizacién en otras afecciones oftalmoldgicas tales como
hemangioma coroideo, coriorretinopatia serosa central, vasculopatia coroidea polipoidea y

neovascularizacion coroidea peripapilar 3.
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Dermatoldgicas: Esta estrategia terapéutica demostré ser adecuada para el tratamiento del
acné, psoriasis, foliculitis decalvante, hidradenitis supurativa e hiperplasia sebacea, entre
otras 3¢, El procedimiento terapéutico empleado en todos los casos, consiste principalmente

en la administracion topica de ALA e irradiacion apropiada con diferentes fuentes de luz 137138,

Ginecoldgicas: Estudios preliminares proponen a la TFD como una alternativa terapéutica
frente a embarazos extrauterinos y endometriosis. Se requiere profundizar los ensayos,

evaluando potenciales dafios y efectos adversos 1.

Cardioldgicas: La eliminacion selectiva de macréfagos mediante TFD es una nueva y
prometedora modalidad para la reduccidon de placas aterosclerdticas. El contribuyente
predominante de la morbilidad cardiovascular es una inflamacién crénica, con progresiéon
lenta, debido a la acumulacidn de lipidos y macréfagos en la pared arterial. La aterosclerosis
es la principal causa de infartos de miocardio y rotura de la placa aterosclerdtica. Ensayos e
investigaciones recientes han demostrado que la TFD reduce la formacidn de placa mediante

la eliminacién de los macréfagos 14°.
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SINTESIS, PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE NUEVOS

AGENTES FOTOTERAPEUTICOS

2.1. SINTESIS DE NUEVOS FOTOSENSIBILIZADORES DE SEGUNDA GENERACION

El desarrollo de nuevos Fs de segunda generacién tiene como objetivo principal obtener
agentes fototerapéuticos con mayor actividad fotodindmica que los prototipos.

El progreso de la TFD y TFDA se sustenta en nuevos y mejores Fs considerando las siguientes
propiedades para el disefio y sintesis de un candidato ideal: i) retencién selectiva en el tumor
u otro tejido diana; ii) altos rendimientos cuanticos de produccion de '0,; iii) fotoestabilidad
y iv) penetracidn en el tejido blanco. Un Fs potencialmente promisorio debe ademds presentar
una apreciable absorcién en la region roja del espectro electromagnético 13,

Los Fs que se aplican comunmente en TFD son moléculas organicas con una extensa
conjugacién de enlaces 1t capaces de absorber radiaciones en la regidn visible del campo
electromagnético, como las porfirinas (o sus congéneres clorinas y bacterioclorinas),
ftalocianinas, fenotiazinas y otros #°. Los Fs lipofilicos se emplean principalmente en
diferentes tipos de cancer, mientras que las estructuras catidénicas son mas adecuadas para su
aplicaciéon en TFDA garantizando un buen grado de interaccion entre la pared celular
bacteriana y el Fs. Numerosos derivados catidnicos como las porfirinas policatidnicas,
ftalocianinas solubles en agua y compuestos comerciales tales como Azul de Metileno (MB)
y/o Azul de Toluidina (TBO), por sus siglas en inglés, han demostrado fotoactividad frente a
diferentes bacterias °~’.

Diversos Fs han sido aprobados para el tratamiento del cdncer por el ente regulatorio de
Estados Unidos (FDA) y la Agencia de Medicina Europea (EMA, por sus siglas en inglés) (Figura
2.1)8,

Photofrin®, porfimero sddico, es el primer Fs aprobado en la clinica para su aplicacion en la

enfermedad conocida como Eséfago de Barrett, cancer obstructivo de eséfago y de pulmon °.
Este agente fototerapéutico es una mezcla compleja de moléculas con una selectividad tisular
relativamente baja, poca absorcidén de luz y pobre penetracion en los tejidos. Por lo tanto se

requiere una dosis alta del Fs para lograr el efecto terapéutico deseado lo que conduce a
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tiempos de circulacién prolongados y alta fotosensibilidad en el paciente 1012,
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Figura 2.1: Fs aprobados por la FDA 'y EMA: A) Photofrin ®, B) Foscan®, C) Laserphyrin ®,

D) Visudyne®, E) Redaporfin®, F) SGXx301°, G) Levulan® y H) Metvix®.

Las desventajas asociadas a la primera generacién de Fs impulsaron una investigacidn extensa

con el objetivo de mejorar la eficacia de las moléculas fotosensibilizadoras mediante

modificaciones estructurales periféricas de las porfirinas o del ntcleo porfirinico 3.

El segundo Fs aprobado por la EMA fue la Temoporfina, que corresponde a los de segunda

generacioén, comercializado como Foscan® para el tratamiento avanzado de carcinomas de

células escamosas de cabeza y cuello. Este Fs absorbe luz a mayores longitudes de onda que

Photofrin® y presenta un tiempo de circulacién mucho menor mejorando el perfil de

seguridad 141>,

Por otra parte varias formulaciones de ALA han sido aprobadas para aplicaciones

dermatoldgicas. El 5-ALA (Levulan® y Ameluz®, clorhidrato del &cido 5-aminolevulinico) tiene
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licencia para el tratamiento de la queratosis actinica en tanto que su derivado de éster
metilico, MAL (Metvix® y Metvixia®, aminolevulinato de metilo) se aplica en los casos de

queratosis actinica no hiperqueratdsicas, enfermedad de Bowen, como asi también en

carcinomas basocelulares superficiales y nodulares. Debido a la administracion local o tépica
los derivados de ALA tienen un perfil de seguridad favorable en comparacién con Photofrin®

Sin embargo estos Fs solo estan indicados para lesiones superficiales debido a su limitada

penetracion tisular 16718,

Otros Fs han sido aprobados tales como Laserphyrin® (Talaporfina, Fs de la familia de las

clorinas) para el tratamiento de cdncer de pulmodn; Visudyne® (Verteporfina, derivado de una
benzoporfirina) que se emplea en la degeneracion macular relacionada con la edad;

Redaporfin®, perteneciente a la familia de bacterioclorinas, recomendado para la aplicacion

en cancer de las vias biliares; y finalmente SGX301® gue es una hipericina sintética utilizada

en los casos de linfoma cutdneo de células T %20,
Los antecedentes preliminares relativos a los Fs de primera generacién impulsaron a
numerosos autores a abordar la sintesis de nuevos compuestos porfirinicos y no porfirinicos

con potencial actividad fotosensibilizadora. En las ultimas décadas se han desarrollado Fs de

segunda generacién porfirinicos incluyendo metaloporfirinas (Lutrin® y Lutex®), un derivado

de bacterioclorofila sustituido con paladio (Tookad®) y de la familia de las clorinas (Purlytin®)

los cuales se encuentran en estadios de ensayos clinicos fase Il y Il para su aplicacion principal

en TFD %%, Figura 2.2.
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Figura 2.2: Fs en ensayos clinicos para TFD: A) Lutrix®, B) Tookad® y C) Purlytin®
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Por otra parte se impulsd la sintesis de Fs no porfirinicos tales como compuestos de la familia
de fenotiazinas (MB y TBO), xantenos como Rosa de Bengala (RB), fullerenos, derivados
catidnicos de BODIPY, entre otros, de aplicacién promisoria en TFDA 1122,

La avanzada investigacién con el objetivo de obtener Fs con actividad fotodindmica mejorada
y el disefio racional de Fs novedosos, con propiedades fisicoquimicas y actividad fotocitotdxica
6ptima, sigue siendo un gran desafio para la industria farmacéutica.

El éxito de la TFD y TFDA depende principalmente del rendimiento de produccién de *0,, la
estabilidad del Fs, la profundidad de penetracién de la luz absorbida en los tejidos y la
biodistribucion del Fs en el organismo y/o microorganismos, de modo que:

1) El 'O, generado en la fotoreaccidn tipo Il es un factor clave considerado la principal especie
citotoxica. Generalmente la introduccidon de dtomos pesados como bromo y/o iodo en la
molécula del Fs incrementa la produccidn de esta especie reactiva del oxigeno;

2) Una desventaja de los Fs actuales es su tendencia a la agregacién lo que conduce a una
disminucion en la generacidn de 10,. Por lo tanto una modificacién estructural que disminuya
la agregacion debe ser considerada con el objetivo de aumentar la actividad fotodinamica;

3) La introduccién de sistemas conjugados ricos en electrones m puede incrementar la
eficiencia de absorcidn de luz roja alcanzando una mayor penetracién en el tejido humano;
4) Mejorar la biodistribucion del Fs es muy importante para aumentar su eficacia y reducir los
efectos adversos;

5) Los sustituyentes y las posiciones de los mismos en el Fs prototipo produce modificaciones
en la lipofilicidad de la molécula impactando en la localizacidn en el tejido blanco.

De acuerdo con lo expuesto, el disefio de nuevos Fs con propiedades deseables constituye un

promisorio campo de investigacidn farmacéutica 2324,

2.1.1. Seleccidn de prototipos

Los Fs fenotiazinicos se desarrollaron a fines del siglo XIX. MB y Tionina (Th, por sus siglas en
inglés) se sintetizaron en 1876 con posterioridad al descubrimiento de los primeros derivados
de anilina 2>%®, Los principales antecedentes relativos a la accién fotodindmica de esta familia
de Fs se registraron en 1930 y corresponden a MB y TBO 27-2°, Los compuestos fenotiazinicos
estan conformados por tres anillos aromaticos fusionados que actiuan como donantes de

electrones m, con bajos potenciales de oxidacién por lo cual, las fenotiazinas oxidadas
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presentan una alta estabilidad, poseen estructuras planas y catidnicas 3°. Estudios vinculados
a la aplicacion de esta familia de Fs en TFD contra el cancer, otras patologias no oncolégicas y
frente a diferentes microorganismos se ha concentrado predominantemente en MB vy sus
andlogos desmetilados por ejemplo TBO, Azure A (AzA), Azure B (AzB), Azure C (AzC) y Th
(Figura 2.3) 3%,
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Figura 2.3: Fs Fenotiazinicos: A) Azul de Metileno (MB), B) Azure B (AzB), C) Azure C (AzC),
D) Azure A (AzA), E) Toluidine Blue O (TBO) y F) Tionina (Th).

Los Fs fenotiazinicos exhiben una intensa absorcién en la region de 600-660 nm del espectro
electromagnético lo cual permite una penetracion eficaz de la luz en los tejidos (absorcién
dentro de la ventana fototerapéutica) 31733, La activacidn de estos Fs por luz visible genera
EROs, principalmente '0,, mediante una reaccién fotodinamica Tipo Il 3. Por lo tanto la
aplicacion de las fenotiazinas en TFD y TFDA es consecuencia del rendimiento cudntico de
produccién de 10, y la baja toxicidad que presentan. Estos Fs catidnicos se caracterizan por
una alta reactividad frente a componentes celulares tales como proteinas, lipoproteinas,
acidos nucleicos y una penetracion limitada a través de las membranas celulares debido a su
cardacter hidrofilico >34,

Estudios relativos a modificaciones estructurales de los Fs fenotiazinicos con el objetivo
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primordial de mejorar la actividad fotodinamica en TFD y TFDA, se centran tanto en MB como
TBO 6353% y en menor proporcidn en los derivados AzA, AzB y AzC 4043,

Considerando la estructura fenotiazinica se presentan dos rutas basicas para la derivatizacion:
la alteracién auxocrémica y la modificacién del cromoéforo, las cuales se centran en lograr un
aumento de la longitud de onda de maxima absorcién (Amax) Yy un incremento del rendimiento
cuantico de formacion de 10, %

Las sintesis de nuevos Fs fenotiazinicos indican que el grado de alquilaciéon del auxocromo
impacta en la Amax por lo que debe existir un equilibrio entre la estructura, propiedades
fisicoquimicas y actividad fotodindmica. Por ejemplo Th (Figura 2.3, compuesto F) al no
presentar grupos alquilo auxocrémicos exhibe una Amax @ 595 nm lo cual esta levemente por
debajo de la ventana terapéutica 44,

Los compuestos fenotiazinicos con grupos alquilo en el croméforo son Fs activos produciendo
10, con rendimientos cudnticos similares a MB y TBO, sin embargo, esta sustitucién provocé
corrimientos hipsocrémicos en la longitud de onda de maxima absorcion .

Las propiedades fisicoquimicas y fotofisicas de las fenotiazinas se pueden modificar mediante
la inclusiéon de grupos quimicos simples. Los sustituyentes metilo (-CHs) son electronicamente
inertes y no polares por lo tanto la inclusién de uno o dos de estos grupos en la estructura de
MB no impactaria de manera radical. Sin embargo se demostré que la actividad fotodinamica
de una serie de analogos de MB aumenta con la metilacién. Propiedades tales como la
lipofilicidad y el rendimiento de 10, incrementaron y la Amax disminuyd ligeramente con cada
metilacion 3%41,

Otras estrategias aplicadas en la derivatizacion de Fs fenotiazinicos incluyen la halogenacion
que genera un incremento en la produccién de !0, por efecto del dtomo pesado. La
introduccién de sustituyentes bencénicos aumenta la longitud de onda de maxima absorcién
y disminuye concomitantemente el rendimiento cudntico de formacidn de 10,. Por otra parte
la neutralidad de compuestos catidnicos puede ser conferida por desprotonacién de un resto
auxocrémico (-NH) lo cual permitiria incrementar la penetracion celular de los Fs. También es
viable lograr un aumento del caracter lipofilico general del prototipo por halogenacion de
cromoforos, alquilacidn o arilacion de los grupos auxocromicos 444,

Los antecedentes bibliograficos demuestran que los Fs catidnicos, entre los cuales cabe

sefialar a derivados de las fenotiazinas, son mas eficientes como antibacterianos de amplio

espectro en relacidn a sus congéneres aniénicos o neutros %4, Esto es extensivo a Fs de otras
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familias de compuestos tales como porfirinas, ftalociacinas, BODIPYS, entre otros %4647, g
mayor eficiencia de los derivados cationicos radica en que la pared celular de las bacterias
Gram-negativas es menos permeable a las especies anidnicas, mientras que, en presencia de
Fs catidnicos se produce la ruptura de la misma 480,

La carga positiva de los Fs fenotiazinicos permite una unién eficaz al acido nucleico de
diferentes virus y en consecuencia MB y sus congéneres se aplican como sondas de acidos
nucleicos *2. Con relacidn a la actividad antifingica de los agentes fotosensibilizantes se
destaca que tanto los Fs anidnicos como catidnicos exhiben fototoxicidad eficaz frente a
Candida albicans >37°°,

La investigacion relativa a compuestos fotosensibilizantes adecuados para el control de
infecciones se sustenta en el aumento global de la resistencia a antimicrobianos
convencionales. Con relacidn a lo expuesto la familia de Fs fenotiazinicos es uno de los
modelos principales siendo MB el primer Fs con aplicacién en el drea clinica **. Reportes
bibliograficos abordan el estudio de las relaciones estructura-actividad para esta clase de
agentes fotosensibilizantes. La sintesis y evaluacidn de diferentes derivatizaciones tienen el
objetivo principal de obtener nuevos Fs que presenten una longitud de onda de maxima
absorciéon en la ventana fototerapéutica (entre 600 nm y 800 nm) y un elevado rendimiento
cudntico de formacidn de 10,. Esto permitiria una mayor penetracidn tisular actuando sobre
infecciones mas profundas y un incremento en la generacion de 0, provocando la muerte de
células malignas y distintos microorganismos 44°6°7,

Por lo expuesto se seleccionaron como prototipos de este trabajo de Tesis Doctoral los
compuestos fenotiazinicos AzA 'y TBO (Figura 2.3. Dy E).

Ambos Fs presentan antecedentes promisorios en TFD y TFDA 4?5861 proponiendo diferentes

tipos de derivatizaciones con el objetivo principal de revertir propiedades desfavorables y

optimizar la actividad fotodinamica de los reactivos de partida.

2.1.2. Estrategias de sintesis

Con la finalidad de optimizar las propiedades fisicoquimicas y fotoquimicas de mayor interés

farmacéutico correspondientes a los prototipos seleccionados se propusieron las siguientes

rutas sintéticas para la preparacién de nuevos derivados fenotiazinicos.
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» Halogenacion: es una estrategia ampliamente utilizada para mejorar las propiedades
fotofisicas y fotoquimicas de diversas familias de Fs tales como, BODIPYS 6263,
porfirinas 4%, azinas ¢, oxazinas y oxazonas ®’, entre otros.

El 'O, generado por un Fs esta regulado por la eficiencia atribuible a una transicion
electrdénica de spin prohibido desde un estado singlete excitado a un estado triplete
excitado conocido como cruce entre sistemas. La introduccidn de haldégenos en una
molécula genera un incremento de esta transicién y se denomina “efecto de atomo
pesado” ®8, La incorporacion de estos atomos ademds de aumentar la produccién de
10, permite la sintesis de Fs con diferentes perfiles terapéuticos %79,

La inclusidn periférica de Br o | en el cromdéforo de compuestos fenotiazinicos han conducido

a un incremento del rendimiento cuantico de 0, 437172, Por lo expuesto se plantea aplicar

esta estrategia a los prototipos seleccionados con el objetivo de obtener nuevos Fs de segunda

generacion.

» Sintesis de Buchwald-Hartwig: esta reaccion se aplica con la finalidad de formar
enlaces C-N entre aminas y haluros de arilo a través de un acoplamiento cruzado
mediado por paladio (Pd) 3. Ademdas de Pd como catalizador este tipo de sintesis
requiere de ligandos cuyas estructuras son uno de los determinantes mas importantes

para el éxito de la reaccidon de aminacién, entre los cuales estdn disponibles
comercialmente DavePhos®, Jothhos®, XPhos®, RuPhos®, BrettPhos®, Xantphos®,

entre otros 4778, Los distintos pardmetros tales como la fuente de Pd, ligando, base,
solvente y temperatura dan lugar a diferentes combinaciones de reactivos 7377,
Estas reacciones se realizan en una amplia variedad de solventes como tolueno, 1,4-
dioxano y tetrahidrofurano 7. También pueden utilizarse solventes apréticos y polares
como dimetilsulféxido (DMSO) 7° y N, N-Dimetilformamida (DMF) &, puros y en mezclas
81 Finalmente es importante sefialar que la etapa inicial se desarrolla con el agregado
de distintos compuestos inorganicos tales como, carbonato de cesio (Cs;COs),
carbonato de potasio (K2COs), fosfato de potasio (K3POs) y terbutdxido de sodio
((CH3)3CONa), entre otros 8.

La derivatizacidon de los prototipos seleccionados en el desarrollo de esta Tesis Doctoral

permitiria obtener nuevos compuestos con mayores longitudes de onda y un incremento en
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la produccién de 'O, a partir de la introduccidon de grupos arilos y alquilarilos en los

sustituyentes amino de los Fs tiazinicos #4.

2.2. ANALISIS DE TOLUIDINE BLUE O-COMERCIAL (TBO)

2.2.1. Materiales y métodos

El Fs toluidine blue O (Colour Index N2 52040, CAS N2 92-31-9, Lote N2 19804BA-472) se
adquirid en Sigma-Aldrich (grado de pureza = 80 %) y se evalud por cromatografia en capa fina
(TLC, por sus siglas en inglés) empleando como fase movil (FM) etanol (EtOH):acido clorhidrico
(HCI) 99:1 v/v &, Se utilizd un revelador luz ultravioleta y placas de TLC como fase estacionaria
(FE) (silica gel 60 F254, espesor 0,25 mm sobre soporte de aluminio e indicador de
fluorescencia UV254) de la marca Macherey-Nagel Polygram (Dueren, Alemania). El andlisis
mediante cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC, por sus siglas en inglés) se realizé en
un cromatografo Agilent 1100 Series (Agilent Technologies) provisto de una bomba isocratica,
inyector automatico, compartimiento termostatizado y detector espectrofotométrico UV-
Visible de longitud de onda variable. Las determinaciones se realizaron en una columna
Phenomenex Gemini C18 110A de fase reversa, 25 cm de longitud y 5 um de tamafio de
particula (FE) utilizando metanol (MeOH):fosfato de trietilamina 83 mM (TEAP, por sus siglas
en inglés) 60:40 v/v como FM, velocidad de flujo 0,8 mL/min y longitud de onda (A) 630 nm.
La adquisicion de los datos cromatograficos se realiz6 empleando el software Agilent
ChemStation (Rev. B.03.01).

La purificacion de TBO comercial se llevd a cabo mediante cromatografia en columna
aplicando las condiciones establecidas por McKamey MR y col., una columna de vidrio de 35
cm x 1,5 cm, silica gel 70-230 mesh (FE) y gradiente EtOH:HCl como FM 82, Las fracciones
eluidas presentaron un residuo blanco que se separé por extraccién liquido-liquido
(diclorometano (CH,Cl,)-solucién amortiguadora de pH = 13) 884 Las muestras recuperadas
en la fase orgdnica se evaporaron a presion reducida en un evaporador rotatorio Biichi®
Rotavapor R-114 equipado con un bafio termostatizado Biichi B-480.

El reactivo de partida y las muestras purificadas se analizaron por espectrometria de masas de
alta resolucion (HRMS, por sus siglas en inglés) utilizando un espectrémetro de masas con

detector QTOF (micrOTOF-QIl Series, Bruker) y fuente de ionizacion por electrospray (ESI). La
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adquisicidn de datos y procesamiento se desarrolld aplicando los programas Compass Version
3.1 y DataAnalysis Version 4.0, respectivamente. La concentracidon de las muestras para

andlisis fue de 10 pug/mL en MeOH y se aplicé inyeccidn directa.

2.2.2. Resultados y discusion

La evaluacién de TBO comercial por TLC frente a Th, AzA, AzB y MB como testigos se realizd
aplicando la FM, EtOH:HCI 99:1 v/v descripta por Loach KW, la cual evidencié la presencia de
AzC con una relacion de frente (Rf)= 0,68 + 0,2 (Figura 2.4.A y B). Si bien AzC no estaba
disponible como referencia se pudo inferir que esta presente en la muestra comercial de TBO

8 El andlisis por HPLC en diferentes condiciones

en base al R¢ descripto en literatura
cromatograficas evidencid dos picos con tiempos de retencidén (tg) diferentes y sin una

separacion definida (Figura 2.5), FM= MeOH: TEAP 83 mM 60:40 v/v y flujo= 0,8 mL/min.

A TBO Comercial
FM: EtOH: HCI 99:1

= Compuesto| R (n=6)
. TBO 0,45+ 0,02
0 AzC 0,68 £ 0,02
’ B
| 1 I. 5
o |* N
:
= AN
i !i 2
s &

Th AzA TBO AzB MB
Figura 2.4: A) Evaluacion de Fs fenotiazinicos por TLC: FM= EtOH:HCl 99:1 v/v. Se sefiala a

TBO comercial. B) Estructura quimica de AzC.

Con el objetivo de identificar la impureza presente en TBO comercial se evalué por HRMS en
las condiciones descriptas en la seccidon 2.2.1. Los espectros experimental y simulado se

muestran en la Figura 2.6.
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mAU ]
s FM= MeOH:TEAP 83mM
60 60:40 v/v. Flujo 0,8

50 mL/min.

40

/\ Compuesto | tg (min)

I 1 5,71 + 0,04
0 i 2 5,55 + 0,05

30

10 |

~—
T — ‘ T T T
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Figura 2.5: Cromatograma HPLC TBO comercial.

La ampliacion del espectro experimental del reactivo de partida comercial permitié observar
la presencia de TBO el cual es coincidente con el simulado, Figura 2.6.A. Se evidencio el pico
correspondiente al ién molecular (M+) de TBO con una m/z de 270,1040 y los picos isotdpicos
M+1 y M+2 a las m/z 271,1059 y 272,1009, respectivamente. Adicionalmente en una
ampliacién del espectro, se visualizé un pico a una m/z de 242,0717 en muy baja proporcion
atribuible al M+ de AzC. En la Figura 2.6.B se muestra la ampliacion del espectro donde se
infiere la presencia de la impureza AzC en la muestra comercial de TBO.

A partir de éstos resultados se planted la purificacién mediante cromatografia en columna y
extraccidn liquido-liquido acorde a las condiciones descriptas en la seccién 2.2.1.

Las muestras purificadas se analizaron por HRMS demostrando espectros experimentales
coincidentes con los simulados correspondientes a TBO y AzC. Se observaron los picos
correspondientes al M+ y los picos isotépicos M+1 y M+2 para cada uno de los compuestos
(Figura 2.7). La conjuncién de metodologias permitié purificar y confirmar por HRMS la
estructura correspondiente a TBO con la presencia de los picos a las relaciones m/z 270,1046
(M+), 271,1079 (M+1) y 272,1039 (M+2) (Figura 2.7.A). Por otra parte, la Figura 2.7.B muestra
el espectro experimental con los picos atribuibles al M+ de AzC con una m/z igual a 242,0743
y los picos isotépicos a las m/z de 243,0685 (M+1) y 244.0683 (M+2). De esta manera se pudo

corroborar que la muestra comercial de TBO presenta como impureza a AzC.
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A 270,1040
TBO Espectro experimental
271,1059
272,(1009 Relacion m/z
270 271 272 273 274 275  m/z Teorica | Experimental
270,1059 270,1040
270,1059 271,1083 | 271,1059
TBO Espectro simulado 272,1043 272,1009
271,1083
\ A 272,1043
T A v
270 271 272 273 274 275 m/z
B 242,0717
AzC Espectro experimental
243,1077
L. , M Relacion m/z
242,0 2425 2430 2435 244,0 244,5 m/z Tedrica Experimental
242,0746 242,0717
242,0746 243,0774 243,1077
AzC Espectro simulado 244,0725 -
243,0774
244,0725
242,0 2425 243,0 2435 244,0 244.,5 m/z

Figura 2.6: Andlisis por HRMS de TBO comercial. A) Ampliacion de TBO: Espectros

experimental y simulado. B) Ampliacion de AzC: Espectros experimental y simulado.
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A 270,1046
TBO purificado  Espectro experimental
271,1079
l A 272,1039
v “ v
270 271 272 273 274 275 m/z
270,1059
TBO Espectro simulado
271,1083
J { m 272,1043
A 'l A

270 271 272 273 '

274 275 m/z
B 242,0743
AzC purificado Espectro experimental
243,0685
244,0683 245,0786 246,2418
. A A N
242 243 244 245 246 m/z
242,0746
AzC Espectro simulado
243,0774
A 244,0725
i
242 243 244 245 246 m/z

Relaciéon m/z

Tedrica | Experimental
270,1059 270,1046
271,1083 271,1079
272,1043 272,1039

Relacion m/z

Tedrica | Experimental
242,0746 242,0743
243,0774 243,0685
244,0725 244,0683

Figura 2.7: Andlisis por HRMS. Espectros experimental y simulado. A) TBO purificado. B) AzC

purificado.
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2.3. BROMACION DE TBO

2.3.1. Materiales y métodos

Los antecedentes bibliograficos no informan la bromacién de AzC, impureza presente en el
prototipo de partida, por lo que se propuso derivatizar a TBO y AzC a partir de TBO comercial
sin purificacion previa.

Se emplearon N-bromosuccinimida (NBS) de Sigma- Aldrich, CAS N° 128-08-5, Lote N° 89F1026
y bromo molecular (Br;) de Carlo Erba, 99,5% P/P como agentes halogenantes. Los solventes
y reactivos empleados en las sintesis fueron de grado pro-analisis (Cicarelli, Sintorgan o

Anedra) y las soluciones acuosas se prepararon en agua ultrapura obtenida del sistema de
purificaciéon de agua Milli-Q® (Millipore Corporation). Las reacciones se desarrollaron en

campana de extraccién de gases y con los equipos de proteccidén personal apropiados.
La sintesis utilizando NBS, se ensayd en acido acético (HAc) a una relacion molar TBO:NBS
1,0:1,0; T° Amb. y tiempos de reaccién 15 min, 60 min y 24 h 888 E| agente halogenante se

anadié al Fs con agitacidn continua en HAc, T° Amb y con proteccién de la luz. La reaccidn se
finalizé con el agregado de H,0 Milli-Q®. Posteriormente se realizaron sucesivas extracciones

con CH,Cl, y los crudos de sintesis se analizaron por HPLC empleando el cromatdgrafo, las
condiciones y el software detallados en la seccion 2.2.1.

En los experimentos que se empled Br, como agente halogenante se ensayaron distintas
relaciones molares de Fs:Br; (1,0:0,4 a 1,0:6,5), MeOH y HAc como solventes y diferentes
tiempos de reaccion (15, 30 y 60 min). Las sintesis se finalizaron mediante el burbujeo de N,
con el objetivo de eliminar el exceso de Br, y los crudos se evaluaron por HPLC aplicando las
condiciones cromatograficas descriptas en la seccion 2.2.1.

Una vez establecidos los parametros dptimos de reaccién se desarrollé la purificacion del
crudo de sintesis por cromatografia en columna (58 cm de longitud x 2 cm de diametro). La

siembra se prepard por adsorcién en Silica Gel, FE= Silica Gel 70-230 Mesh (0,063 mm-0,200
mm, TA1386734 622, Merck®), solvente de empaquetado CH)Cl, y FM= gradiente

CHCl,:EtOH. Los compuestos de interés se analizaron por HRMS (seccién 2.2.1) y las muestras
se evaluaron en MeOH por inyeccion directa a una concentracion de analito 10 pug/mL.

La caracterizacion por resonancia magnética nuclear (RMN) se realizd en un espectrometro
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de RMN de 400 MHz Bruker AVANCE 1l 400 (Bruker BioSpin, Billerica, MA) utilizando Acetona-
ds (Sigma-Aldrich- Lote MKBV1056V) y la concentracion aproximada de las muestras fue 20
mM. Los espectros de 'H-RMN se calibraron con el solvente a 2,05 ppm y los datos se
procesaron con el programa MestReNova Versién 6.0.2-5475 (©2009, MestreLab Research
S.L.).

La evaluacién de los nuevos derivados por espectrofotometria UV-visible se realizé en un
espectrofotémetro Varian Cary 50 y una cuba de cuarzo de 1 cm de paso 6ptico. Las curvas

espectrales se analizaron aplicando el programa OriginPro 8 SRO (OriginLab Corporation).
2.3.2. Resultados y discusion
Las diferentes condiciones de sintesis evaluadas permitirian la obtencion de los siguientes

compuestos bromados de TBO y AzC (impureza presente en la muestra comercial) que se

resumen en el Esquema 1.

N R,
7@@@ )
Br2 o NBS
No T Amb HoN S \(r?/

MeOH o HAc 2
15, 30 0 60 min. R R

)
X
fut
)
9

TBO TBOBr Br H H
TBOBr, Br Br H
TBOBrs Br Br Br

Rs3 N Ry
X
Br, o NBS
/@i :©\®/ T° Amb., s \ﬁ/

N MeOHoHAc, ™" N
15,300 60 min. R R,

R Ri R Rs
AzC AzCBr Br H
AzCBr,  Br Br

AzCBr; Br Br Br H

AzCBrs  Br Br Br Br

Esquema 1: Esquema general de la bromacion de TBO y AzC.
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Los ensayos realizados empleando como agentes halogenantes Br, y NBS indicaron por HPLC
la presencia de una mezcla de productos que se resumen en la Tabla 2.1. Los antecedentes
bibliograficos sefialan que NBS permite la bromacion de distintos tipos de compuestos con
excelente rendimiento y alta regioselectividad #-°%. La evaluacién de NBS como agente de
bromacion se llevd a cabo a 15 min, 60 min y 24 h sin observar diferencias relevantes en el
nimero de derivados correspondientes a la bromacién de TBO y AzC. De acuerdo a los
resultados obtenidos se determind Br, como mejor agente halogenante, ya que el tratamiento
de la reaccién con NBS requiere de una extraccidn liquido-liquido con el objetivo de eliminar
el subproducto N-succinimida.

Los resultados del estudio sistematico de las condiciones de reaccién de TBO comercial
desarrollados en MeOH y HAc, relacion molar de reactantes TBO:Br; 1,0:1,0; 15 miny T° Amb
se muestran en la Tabla 2.2. Se evidencid por HPLC igual nimero de productos nuevos
seleccionando, por tal motivo, MeOH como medio dptimo para un tratamiento rapido del

crudo de sintesis.

Tabla 2.1: Bromacion de TBO: Evaluacion del agente halogenante.

tg (min) % Productos Bromados *
Productos [Halogenacion |Halogenacion
Bromados con Br, con NBS

3,43° 14,7 17,5
3,77 35,5 43,5
3,96 11,7 -
4,45 30,8 36,9
4,96 7,34 -
5,19 2,29

A: HPLC n=2. B: Reactivo de partida.
Relacion molar de reactantes TBO:Agente halogenante 1,0:1,0;, HAc; T° Amb y 15 min.

Tabla 2.2: Bromacion de TBO: Evaluacion del solvente de reaccion.

tg (min) |% Productos Bromados *
Productos Solvente
Bromados MeOH HAc

3,43 ° 14,7 33,6
3,77 35,5 37,3
3,96 11,7 9,99
4,45 30,8 14,9
4,96 7,34 3,31

A: HPLC n=2. B: Reactivo de partida.
Relacion molar de reactantes TBO:Br; 1,0:1,0; 15 min y T° Amb. Solventes: MeOH y HAc.
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La evaluacién del curso de la reaccidn a distintos tiempos tales como 15, 30 y 60 min, relacién
molar de reactivos TBO:Br; 1,0:1,0; MeOH y T° Amb no indicaron diferencias significativas,
seleccionando como tiempo éptimo de reaccion 15 min, Tabla 2.3.

Los resultados que se presentan en las Tablas 2.1-2.3 corresponden al andlisis por HPLC
empleando como FM MeOH:TEAP 83 mM 70:30 v/v y flujo 1 mL/ min descripta en bibliografia

para los Fs fenotiazinicos °°.

Tabla 2.3: Bromacion de TBO: Evaluacion del tiempo de reaccion.

tg (min) | % Productos Bromados *
Productos | Tiempo de reaccion (min)
Bromados 15 30 60

3,43°% | 147 | 9,07 | 5,59
3,77 35,5 34,4 31,6
3,96 11,7 12,4 14,3
4,45 30,8 33,6 38,4
4,96 7,34 10,5 10,1

A: HPLC n=2. B: Reactivo de partida.
Relacion molar de reactantes TBO:Br; 1,0:1,0; MeOH y T° Amb a los 15, 30 y 60 min.

La Tabla 2.4 muestra, como parte del estudio sistematico de las condiciones de reaccion, el
ensayo de distintas relaciones molares de TBO:Br, desde 1,0:3,5 hasta 1,0:6,5. Cabe destacar
que las proporciones de reactantes desde 1,0:0,4 a 1,0:2,0 presentaron un nimero importante
de productos (datos no mostrados). Como se puede observar en la Tabla 2.4 con las relaciones
molares TBO:Br, 1,0:5,5 y 1,0:6,5 disminuyé el nimero de compuestos obtenidos sin
presentar diferencias significativas en los porcentajes relativos. Por lo expuesto, se determind

como condicién éptima de reaccidn la relacidn de reactantes 1,0:5,5.

Tabla 2.4: Bromacion de TBO: Evaluacion de la relacion de reactantes.

tr (min) % Productos Bromados *
Productos Relaciéon TBO:Br,
Bromados | 1,0:3,5 | 1,0:4,5 | 1,0:5,5 | 1,0:6,5

9,16 5,89 3,36 - -

9,45 21,7 19,4 35,4 34,0

10,1 15,3 7,87 6,16 4,94

12,4 9,31 9,15 57,0 58,6

12,8 44,5 58,8 - -
A: HPLC n=2.

Condiciones de reaccion: MeOH, 15 min y T° Amb.
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La evaluacién por HPLC en este caso se desarrolld utilizando como FM la mezcla MeOH:TEAP
83 mM 60:40 v/v y flujo 0,8 mL/min descripta en la seccién 2.2.1.

El analisis de los diferentes parametros de sintesis permitié establecer que las condiciones
Optimas para la bromacién de TBO son como agente halogenante Br,, relacidon de reactantes

TBO:Br;: 1,0:5,5; MeOH, 15 miny T° Amb, Figura 2.8.

A
mAU | TBO Comercial:
10 Reactivo de Partida
50
504 N
I\
N
e g
I\
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n \
104 \‘\
/ ‘\
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T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T
0 1 2 3 4 5 b 1 8 9 i
B . 7
] Crudo de Reaccidn

80+
60
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24 \

o [\
) A S S
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Figura 2.8: Cromatogramas HPLC: A) TBO comercial. B) Crudo de reaccion. Condiciones

Optimas: TBO:Br; 1,0:5,5; MeOH; 15 min 'y T2 Amb. FM= MeOH:TEAP 83 mM 60:40 v/v y flujo
0,8 mL/min.

La purificacion del crudo de reaccidon (Figura 2.9.A) se desarrollé aplicando cromatografia en

columna con el gradiente Cl,CH;:EtOH. El producto N2 1 de tg= 11,5+0,2 min con un 91 % de
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pureza relativa por HPLC (Figura 2.9.B) se separd utilizando la fase movil Cl,CH,:EtOH 95:5 v/v
y el derivado N2 2 de tg= 9,5+0,1 min con un 86 % de pureza relativa, migré de la columna

cromatografica con la relacidn Cl,CH2:EtOH 92:8 v/v, Figura 2.9.C.
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Figura 2.9: Cromatogramas HPLC: A) Crudo de reaccion. B) Producto N2 1 purificado.
C) Producto N? 2 purificado. FM= MeOH:TEAP 83 mM 60:40 v/v y flujo 0,8 mL/min.

Las muestras puras obtenidas por cromatografia en columna y evaluadas por HPLC se
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analizaron por HRMS acorde al procedimiento descripto en la seccién 2.2.1. Se determind
inequivocamente que el derivado N2 1 corresponde al compuesto dibromado de TBO (TBOBr3)

presentando el perfil tipico de las estructuras quimicas dibromadas, Figura 2.10.

A 427,9221
Espectro experimental
425,9240 429,9195
428,9207
426,9228 ” 430,9179
431,9154
o L fl& £ L'—L A . , .
426 428 430 432 434 436 m/z
B 427,9249
Espectro simulado
425,9270 429,9229
428,9277
426,9298 A 430,9256
| A | . A 431 ,2210 '
426 428 430 432 434 436 m/z
C D N
Relacién m/z N
Tedrica | Experimental o~

425,9270| 425,9240 HaN S N N

426,9298 | 426,9228 Br Br

427'9249 427'9221 Chemical Formula: C15H14Br2N3SJr

428,9277 428,9207 Exact Mass: 425,93

4299229 | 4299195 /z: 427.92 (100.0%) Tzosle;;lglvﬁ/iih:;;z;l;s 6%), 428.93 (9.7%)

430,9256| 430,9179 430‘93.(7.9%), 428.93 (6,.5%)‘, 429.92 (4.;%), .426493.(4.4;%;), 4'26.93.(3.9;%)),

431,9210 431,9154 427.92 (2.3%), 431.92 (2.2%), 428.92 (1.1%)

Figura 2.10: Andlisis del nuevo derivado bromado de TBO por HRMS: A) Espectro de masas
experimental. B) Espectro de masas simulado. C) Tabla de relaciones m/z. D) Datos calculados

para TBOBr; (derivado N° 1).
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Se evidencio la presencia del pico M+ (m/z= 425,9240) junto con los picos isotdpicos M+2
(m/z=427,9221) y M+4 (m/z= 429,9195) y el patrén 1:2:1 entre los mismos caracteristico de
un compuesto con dos bromos en su estructura. El espectro experimental es coincidente con
el perfil simulado de TBOBr». El andlisis por HRMS correspondiente al derivado N2 2 indicé que
la estructura es atribuible al producto dibromado de AzC (AzCBr,). La Figura 2.11 muestra los

espectros experimental y simulado.

A 399,8888
Espectro experimental
397,8908 401,8867
400,8904
398,8924 402,8883
i ﬂL 403,{\8833

398 400 402 404 406 m/z

B 399,8936
Espectro simulado
397,8957 401,8916
400,8963
398,8984 402,8942
AL A 4038892

398 400 402 404 406 m/z
C D

Relacién m/z N\

Tedrica  Experimental
397,8957 397,8908 XN
398,8984 | 398,8924 N S N
399,8936 399,8888 Br Br
400,8963 400,8904 Chemical Formula: C3H,,Br,N;S*
401,8916 | 401,8867 Exact Mass: 397.90
Molecular Weight: 400,11

402,8942 | 402,8883 m/z: 399.89 (100.0%), 397.90 (51.4%), 401.89 (48.6%), 400.90 (14.1%), 402.89 (6.8%),
403,8892 403,8833 401.89 (4.5%), 398.90 (4.4%), 398.90 (2.8%), 399.89 (2.3%), 403.89 (2.2%), 400.89 (1.1%)

Figura 2.11: Andlisis del nuevo derivado bromado de AzC por HRMS: A) Espectro de masas
experimental. B) Espectro de masas simulado. C) Tabla de relaciones m/z. D) Datos

calculados para AzCBr; (derivado N° 2).
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Se observaron los picos M+, M+2 y M+4 a las m/z 397,8908; 399,8888 y 401,8867,
respectivamente. Se visualizo el patrén isotdpico 1:2:1 propio de los compuestos dibromados
y un espectro experimental coincidente con el simulado de AzCBr,.

Los nuevos derivados fenotiazinicos se caracterizaron estructuralmente por espectrometria
de resonancia magnética nuclear de protones (*H-RMN) en Acetona-ds, molécula cuyos
grupos metilos presentan un corrimiento quimico (8)= 2,05 ppm, permitiendo determinar sin
dificultad los protones aromaticos pero no asi la porcion alifatica, debido al eclipsamiento de
las sefiales por el pico correspondiente al solvente deuterado. Reportes bibliograficos sefialan
la dificultad en la caracterizaciéon de derivados de TBO por *H-RMN empleando cloroformo
deuterado (6= 7,25 ppm) ya que las sefiales aromdticas son eclipsadas por las
correspondientes al disolvente residual y por esta razén, los autores sefialan que se evalué la
porcion alifatica de las moléculas °°7.

A diferencia de lo reportado por Robinson-Duggon y col en nuestro caso se realizd la
caracterizacion por RMN de los nuevos derivados bromados mediante la porcién aromatica.
El espectro en Acetona-ds correspondiente a TBOBr, permitid establecer que los protones en
las posiciones 3y 11 fueron sustituidos por atomos de Br (Figura 2.12.Ay C).

TBOBr,: 'H-RMN (Acetona-ds, 400 MHz) & (ppm): 7,60-7,70 (m, 2H, 6 y 13); 7,91 (d, 1H, Jorto=
8,0 Hz, 14).

Por otra parte, el espectro de 'H-RMN del derivado AzCBr, en Acetona-ds permitié establecer
las sustituciones por atomos de bromo correspondientes a los protones de los carbonos 3y
11 y las Jorto atribuibles a las interacciones de los protones en las posiciones 13 y 14 (Figura
2.12.ByD).

AzCBr;: *H-RMN (Acetona-ds, 400 MHz) & (ppm): 7,52 (d, 1H, Jorto= 8,8 Hz, 1); 7,69 (d, 1H, Jorto=
8,1 Hz, 13); 7,91 (d, 1H, Jorro= 8,9 Hz, 14); 8,03 (m, 1H, 6).

Los espectros 'H-RMN y los datos obtenidos por HRMS permitieron corroborar que los nuevos
derivados corresponden inequivocamente a las estructuras dibromadas de TBO y AzC.

El analisis por espectrofotometria UV-Visible en la FM MeOH:TEAP 83 mM 60:40 v/v permitio
observar para TBO y el derivado halogenado, un maximo de absorcion a 625 nm y 621 nm
respectivamente (Figura 2.13.A). El corrimiento hipsocrémico de la longitud de onda de
maxima absorcién se corresponde a la introduccion de dos dtomos de bromo en la estructura

del prototipo.
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B AzC
6 N 14
1 210N 13
HNT 2 4>g 12 NH™-CH,
16 3 7 11 15 17
D AzCBr;

Figura 2.12: Estructuras quimicas de los compuestos: A) TBO, B) AzC, C) TBOBr, y D) AzCBr.

Por otra parte, AzC presenté un maximo de absorcidon a 613 nm y AzCBr, a 606 nm mostrando

un corrimiento hipsocrémico de la longitud de onda de maxima absorcién (Figura 2.13.B).

A B
1,01 ——TBO 1,01 — AzC

g —_— TBOBr2 g —_— AzCBr2
< 038 < 084

© 4]

© el

© (0]

N 0,6 N 0,6

® []

£ £

§ 0,44 2 0,4

g ®©

[} [$)

[ c

_‘.S 0,24 g 0,2

o (o)

(%] (7]

Ko} Ko}

< 0,0 < 0,04

400 450 500 550 600 650 700 750 800 400 450 500 550 600 650 700 750 800
Longitud de Onda (nm) Longitud de Onda (nm)

Figura 2.13: Andlisis por espectrofotometria UV-Visible en FM= MeOH:TEAP 83 mM 60:40

v/v: A) Curvas espectrales de TBO y TBOBr;. B) Curvas espectrales de AzC y AzCBr».

Los nuevos derivados dibromados mostraron en la FM estudiada (MeOH:TEAP 83 mM 60:40
v/v) un desplazamiento hipsocromico de la longitud de onda de maxima absorcidén con
respecto a los precursores. Estos resultados se corresponden con lo reportado en bibliografia
la cual establece que los atomos de bromo por efecto inductivo atraen electrones

disminuyendo la energia de los orbitales ity *rt del anillo aromatico %8°°,
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El comportamiento espectrofotométrico de los Fs en MeOH permitié determinar para TBO un
maximo de absorcién a 623 nm y para TBOBr; dos bandas a 493 nmy 612 nm, Figura 2.14.A.
El derivado dibromado presentd un corrimiento hipsocromico que coincide con los
antecedentes del grupo de investigacién %. Los compuestos pertenecientes a la familia de las
tiazinas, exhiben maximos de absorcidon préximos a los 500 nm atribuibles a las especies
monomeéricas lo que se corresponde con la banda de TBOBr; a 493 nm. Adicionalmente es
reconocido que la introduccion de dtomos pesados estabiliza al monémero por impedimento
estérico dificultando la agregacién de los compuestos 71199,

Por otra parte, la evaluacion de AzC vy el nuevo derivado dibromado en MeOH, evidencié para
el prototipo de partida un maximo de absorcidn a 612 nmy para AzCBr, una banda significativa
a2 606 nm y otras menores a 565y 516 nm, Figura 2.14.B.

Estos resultados se corresponden con lo descripto anteriormente para TBOBr; con relacién a

la estabilizacion de la especie monomérica en medios organicos.
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Figura 2.14: Andlisis por Espectrofotometria UV-Visible en MeOH: A) Curvas espectrales de
TBO y TBOBr2. B) Curvas espectrales de AzC y AzCBr».

Los ensayos realizados y el analisis de los mismos marcaron la necesidad de abordar un estudio
profundo del fenédmeno de agregacién, en diferentes medios y concentraciones del Fs, con el
objetivo de determinar tanto las especies predominantes (mondmeros, dimeros y agregados
de orden superior) como asi también las longitudes de onda de mdaxima absorcion que las

caracteriza (Capitulo 4).
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2.4. ANALISIS DE AZURE A-COMERCIAL (AzA)

2.4.1. Materiales y métodos

El compuesto AzA (Colour Index N2 52005, CAS N2 531-53-3) se adquirié en Sigma-Aldrich
(grado de pureza > 70 %) y se evalué mediante TLC empleando como FM EtOH:cloroformo
(CHCls):HAc 8,0:1,0:2,0 v/v. Se utilizd como revelador luz ultravioleta y placas de TLC
detalladas en la seccién 2.2.1. El analisis por HPLC se realizé aplicando las condiciones
descriptas en bibliografia para las fenotiazinas MeOH:TEAP 70:30 v/v como FM, velocidad de
flujo de 1,0 mL/min y A= 630 nm °°. Se empled la FE, el cromatdgrafo y el software informados
en la seccion 2.2.1.

La purificacion de AzA comercial se realizé por cromatografia en columna aplicando las
condiciones definidas por McKamey MRy col #. Las fracciones eluidas presentaron un residuo
blanco que se elimind por extraccion liquido-liquido (seccidn 2.2.1). Las muestras recuperadas
en la fase orgdnica se evaporaron a presion reducida en el evaporador rotatorio Bichi®

Rotavapor R-114 equipado con un bafio termostatizado Blichi B-480.

2.4.2. Resultados y discusion

La evaluacién de AzA comercial por TLC frente a testigos se realizé en primer término
aplicando la FM EtOH:CHCls:HAc 8,5:1,0:0,5 v/v descripta por Loach KW la cual evidencié la
presencia de AzC, AzB y MB (Figura 2.15.A) . En este caso se infirid la presencia de AzC como
impureza del reactivo de partida considerando el Rt descripto en literatura para este
compuesto. Con el objetivo de lograr una mejor resolucion cromatografica se ensayé como
FM EtOH:CHCl3:HAC 8,0:1,0:2,0 v/v (Figura 2.15.B) obteniendo para el compuesto AzA un R¢ =
0,54 + 0,02 (n=6). El analisis por HPLC en las condiciones cromatograficas descriptas en la
seccion 2.4.1 muestra un pico mayoritario con un tg= 3,4 £ 0,1 min (n=6) (Figura 2.16.A). Este
resultado no se ajusta a lo observado por TLC, por tal motivo se evalué el reactivo de partida
utilizando como FM MeOH:TEAP 83 mM 60:40 v/v, flujo 1 mL/min a diferentes A (285 nm, 488
nm, 610 nm, 630 nm y 645 nm). Este ensayo permitid evidenciar la presencia de distintas

impurezas en la muestra comercial (Figura 2.16.B).
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Th AzA TBO AzB MB Th AzA TBO AzB MB
Figura 2.15: Evaluacion de Fs Fenotiazinicos comerciales por TLC: A) FM= EtOH:CHCl3:HAc

8,5:1,0:0,5 v/v. B) FM= EtOH:CHCls:HAc; 8,0:1,0:2,0 v/v. Se destacan las corridas

correspondientes a AZA.
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Figura 2.16: Andlisis de AzA comercial por HPLC: A) FM= MeOH:TEAP 83 mM 70:30 v/Vv, flujo

1 mL/min y 630 nm. B) FM= MeOH:TEAP 83 mM 60:40 v/v, flujo 1 mL/min y diferentes A
(285 nm, 488 nm, 610 nm, 630 nm y 645 nm).
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Los ensayos realizados aplicando cromatografia en columna y extraccion liquido-liquido
(seccién 2.2.1) no permitieron aislar el compuesto AzA, con un buen grado de pureza, como
consecuencia de la presencia de un sélido blanco y la inestabilidad del Fs en medios
83,101,102_

extremadamente basicos

Por lo expuesto se dio curso a la derivatizacidon de AzA sin purificacidén previa.

2.5. BROMACION DE AzA

2.5.1. Materiales y métodos

Los solventes y reactivos empleados se describen en la seccidén 2.3.1. La bromacion de AzA sin
purificacion previa del precursor se realizé con Br; (Carlo Erba, 99,5% P/P) en campana de
extraccién de gases con los equipos de proteccion personal apropiados. Todas las reacciones
se finalizaron mediante el burbujeo de N.

La relacidon Fs:Br;, medios y tiempos de reaccidon se evaluaron aplicando las condiciones
cromatograficas de TLC y HPLC descriptas en la seccién 2.4.1. Definidos los parametros
Optimos de sintesis se procedié a la purificacién mediante cromatografia en columna en las
condiciones descriptas en la seccién 2.2.1. Posteriormente se realizaron sucesivas
extracciones con CHyCl; y los crudos de sintesis se analizaron por HPLC utilizando el
cromatégrafo y las condiciones descriptas en las secciones 2.2.1y 2.4.1.

El producto de reaccién purificado se evalué por HRMS y se analizé por espectrofotometria

UV-Visible en la FM empleada en HPLC (MeOH:TEAP 83 mM 70:30 v/v) y MeOH (seccién 2.2.1).

2.5.2. Resultados y discusion

Los diferentes parametros de sintesis evaluados permitirian la obtencién de los compuestos

de interés que se resumen en el Esquema 2.
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N N
Br,
. —
@ T° Amb., @
HoN S v MeOH o HAc, HN S v
150 30 min. R 3

AzA R R:

AzABr Br H
AzABr; Br Br

Esquema 2: Esquema general de la bromacion de AzA.

La Tabla 2.5 resume el estudio sistemdtico de las condiciones de reaccidon ensayadas a
temperatura ambiente y evaluadas mediante HPLC. El analisis de distintos medios de reaccion
permitio establecer que con MeOH se obtiene un mayor rendimiento del producto de interés
en comparacion con HAc (entradas 3 y 10, respectivamente). No se presentaron diferencias
significativas en los porcentajes relativos del producto de reaccién en MeOH a 15 min y 30
min (entradas 4 y 9). El estudio de diferentes relaciones de reactantes indicé un aumento en
el porcentaje relativo del producto bromado al incrementar la cantidad de Br; (entradas 1 a
4). Sin embargo no se evidencié un crecimiento significativo para las relaciones AzA:Br;

correspondientes a las entradas 5 a 8.

Tabla 2.5: Ensayos de bromacion de AzA

Solvente de Relacién Molar Tiempo % Area*
Entrada

Reaccion AzA:Br, (min) Producto
1 1,0:0,4 7,41
2 1,0:0,6 39,2
3 1,0:.0,8 52,8
4 1,0:1,0 15 55,7
5 MeOH 1,0:1,2 59,2
6 1,0:1,5 56,9
7 1,0:1,8 56,1
8 1,0:2,0 47,5
9 1,0:1,0 30 53,3
10 1,0:0,8 8,74
e HACc 15 —————
11 1,0:2,4 48,2

*Valor relativo determinado por HPLC. Condiciones cromatogrdficas en seccion 2.4.1.
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Por lo expuesto, las condiciones dptimas de reaccion para la bromacién de AzA comercial es
la relacion molar de reactantes AzA:Br; 1,0:1,0; MeOH; 15 min y T° Amb. (entrada 4).

Los cromatogramas correspondientes al reactivo de partida y los productos de sintesis se
muestran en las Figuras 2.17.A y 2.17.B, respectivamente. La purificacién del crudo de
reaccion se realizé por cromatografia en columna en las condiciones descriptas en la seccién
2.3.1. La elucién con CHCls: EtOH 87,5:12,5 v/v permitid obtener el producto de sintesis con
un 96% de pureza relativa, Figura 2.17.C y las correspondientes fracciones se evaporaron a

presién reducida, se conservaron al vacio y protegidas de la luz.
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Figura 2.17: Cromatogramas HPLC. A) Reactivo de partida AzA. B) Crudo de reaccion de
bromacion de AzA. Condiciones dptimas: AzA:Br; 1,0:1,0; MeOH; tiempo 15 min y T2 Amb.
C) Producto bromado de AzA purificado (96% de pureza relativa).
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La muestra purificada del nuevo derivado halogenado se analizé por HRMS en las condiciones
descriptas en la seccidén 2.3.1. El espectro experimental fue coincidente con el espectro

simulado de AzA dibromado y, por consiguiente, atribuible a AzABr,, Figura 2.18.

A 413,2662
Espectro experimental
413,9088
411,9105 414,2686 415,9063
ﬂ 412,9123 ﬂ 414,9105 416,9074
. A , A A A . '
412 413 414 415 416 417 418 m/z
B 413,9093
Espectro simulado
411,9113 415,9072
414,9120 416.9099
412,9141 \ ﬁ\ . 417.9051
/N /| N N
412 413 414 415 416 417 418 m/z

N
C D X
Relacién m/z
Tedrica Experimental H,N s N r\(?/
411,9113 411,9105
Br

412,9141 | 412,9123 Br
413 9093 4139088 Chemical Formula: C4H,;,Br,N;S*
414’9120 414’9105 Exact Mass: 411,91

Molecular Weight: 414,14
415,9072 415,9063 m/z: 413.91 (100.0%), 411.91 (51.4%), 415.91 (48.6%), 414.91 (9.7%), 416.91 (7.4%),

416,9099 416,9074 41491 (5.4%), 415.91 (4.5%), 412.91 (4.4%), 412.91 (3.3%), 413.91 (2.3%), 417.90 (2.2%),
417,9051 - 414.91 (1.1%)

Figura 2.18: Andlisis del nuevo derivado bromado de AzA por HRMS: A) Espectro de masas
experimental. B) Espectro de masas simulado. C) Tabla de relaciones m/z. D) Datos

calculados para AzABr.
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El espectro experimental obtenido presenta el patron 1:2:1 correspondiente a un producto
con dos bromos en su estructura con los picos M+, M+2 y M+4 alas m/z de 411,9105, 413,9088
y 415,9063, respectivamente.

Debido a la relacion molar de reactantes AzA:Br, 1,0:1,0 era esperable la obtencion del
producto monobromado (AzABr). La técnica de HRMS es altamente sensible permitiendo la
deteccidn de trazas de compuestos, en consecuencia, el espectro experimental de la muestra
purificada evidencid la presencia de los derivados mono y dibromados de AzA. En la Figura
2.19 se presentan el espectro experimental con sus correspondientes ampliaciones y los
respectivos simulados. Se observd el perfil isotdpico 1:2:1 caracteristico de las estructuras
quimicas dibromadas. Adicionalmente, se visualizé el patrén 1:1 correspondiente al
compuesto con un atomo de bromo. El analisis del espectro indica la preponderancia del
derivado AzABr; con intensidades cercanas a 1 x 10°, en comparacién con el compuesto
monobromado que es proxima a 6 x 103. La formacidn de AzABr, como producto mayoritario
de reaccién se corresponde con los antecedentes bibliograficos que sefialan el predominio del
derivado dibromado 1°%1%* y/o una mezcla de productos mono, di y tribromados de
compuestos de las familias de 1-indanonas, naftalenos, del pirrol, pireno, anilinas vy
fenilfenotiazinas entre otras, en condiciones experimentales comparables a las ensayadas en
el desarrollo de esta Tesis Doctoral 19319, También se han reportado derivatizaciones de
pirroles, triazaciclazinas y diferentes compuestos aromaticos con el agente halogenante NBS
y la relacién sustrato:halégeno 1,0:1,0 obteniendo resultados similares 1067108,

El nuevo derivado AzA dibromado se evaludé por TLC y HPLC obteniendo un Rs= 0,50 + 0,02
(FM= EtOH:CHCl3:HACc 8:1:2 v/v (n=6)) y tg= 4,4 £ 0,1 min (FM= MeOH:TEAP 83 mM 70:30 v/v
y flujo= 1 mL/min (n=6)).

Las curvas espectrales correspondientes a AzA y su derivado dibromado se muestran en la
Figura 2.20. El andlisis realizado en la FM empleada en HPLC permitié observar un corrimiento
batocromico de la Amax del nuevo compuesto dibromado presentando un maximo de
absorcién a 630 nm siendo a 606 nm el correspondiente a AzA, Figura 2.20.A. Los resultados
obtenidos son comparables con lo reportado en bibliografia para diferentes familias de Fs a
las cuales se incorporan halégenos en la estructura quimica 1037113,

Por otra parte AzABr; y AzA en MeOH presentaron un maximo de absorcién a 606 nm vy 624
nm, respectivamente. El nuevo derivado dibromado en este medio se caracteriza por un

corrimiento hipsocromico de la Amax, Figura 2.20.B.
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Figura 2.19: Andlisis por HRMS del derivado bromado de AzA: A) AzABr: Ampliacion del
espectro de masas experimental y simulado. B) AzABr2: Ampliacion del espectro de masas
experimental y simulado. Se sefialan los perfiles tipicos de los correspondientes compuestos

mono v dibromados.

La evaluacién de AzABr; en la FM evidencié una banda a 630 nm y un hombro a 608 nm; en

tanto que en MeOH se observé a 606 nmy a 627 nm, Figura 2.21.
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Antecedentes bibliograficos indican que los compuestos correspondientes a la familia de las

fenotiazinas en diferentes medios y concentraciones del Fs experimentan el fenédmeno de

agregacion %, por lo tanto el comportamiento que evidencié AzABr; en la FM y MeOH podria

explicarse mediante esta caracteristica. Es ampliamente conocido que en medios acuosos esta

ampliamente favorecida la formacién de dimeros y/o agregados de orden mayor que

presentan diferentes longitudes de onda, en tanto que los solventes organicos tienden a

desfavorecer la agregacién 72114,
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Figura 2.20: Andlisis por Espectrofotometria UV-Visible: A) Curvas espectrales de AzA y AzABr;

en FM= MeOH:TEAP 83 mM 70:30 v/v. B) Curvas espectrales de AzA y AzZABr, en MeOH.
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Figura 2.21: Curvas espectrales de AzABr; en FM y en MeOH.
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La evaluacién de AzABr; en distintas condiciones de almacenamiento y en ambiente de
nitrégeno permitieron establecer que este derivado en estado sélido presentd degradacion
quimica a 4 °C y 25 °C determinada por HPLC. Esta inestabilidad imposibilitdé completar su
caracterizacion, como asi también la determinaciéon de las propiedades fisicoquimicas,

fotoquimicas y la actividad fotocitotdxica.

2.6. SINTESIS DE BUCHWALD-HARTWIG

2.6.1. Materiales y métodos

Los reactivos de partida AzA y TBO comerciales se utilizaron sin purificacion previa. Los
solventes y reactivos empleados fueron de grado pro-analisis (Cicarelli, Sintorgan, Anedra o

Sigma-Aldrich) y las soluciones acuosas se prepararon en agua ultrapura, obtenida del sistema
de purificacién de agua Milli-Q® (Millipore Corporation).
Los solventes de reaccidn ensayados, tolueno y DMF, se secaron sobre tamices moleculares

previamente activados. La metodologia de aminacién de Buchwald-Hartwig se desarrollé en

un tubo de reaccién de cierre hermético adicionando en primer término el Fs y con
posterioridad el catalizador (acetato de paladio- Pd (OAc),), el ligando (Xantphos®), el haluro

de arilo (clorobenceno o 1,4 dibromobenceno), el solvente (tolueno o DMF) y finalmente se
incorpord la base (Cs,COs). Los ensayos se realizaron a temperaturas superiores a 90 °C, con
agitacion constante y en atmdsfera de Na.

Cada crudo de sintesis se sometié a una extraccion liquido-liquido utilizando H,O Milli-Q -
CHCl,. La fase organica se secé sobre sulfato de sodio anhidro y se evapord a presién reducida

76 obteniendo un residuo sélido. Las muestras se analizaron por HPLC y TLC.

2.6.2. Resultados y discusion

Esta estrategia de sintesis a TBO y AzA comerciales se aplicéd con el objetivo de obtener los
derivados que se resumen en el Esquema 3.
La sintesis de Buchwlad-Hartwig permitiria a partir de la introduccidon de grupos arilos y

alquilarilos en los sustituyentes amino de los Fs tiazinicos, obtener nuevos compuestos con
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mejores propiedades que sus respectivos precursores (corrimiento batocromico de la Amax y

un incremento en la produccion de 10,) 4.

X
+
@ R
H,N s N/
R2
R R; X Rz
TBO CHs; CHs Clorobenceno cl H
AzC H H 1,4-dibromobenceno Br Br
AzZA  H  CHs
PAIOAC); | pr; g0ecy
Xantphos; a8 h
Cs,CO, ’
R N
X
N
HN s N/
R R1 R2
Ry
Derivado de TBO CH; CHs; H
Derivado de AzC H H
Derivado de AzA 1 H CHs Br
Derivado de AzA 2 H CHs; H

Esquema 3: Esquema General de la Sintesis de Buchwald-Hartwig.

2.6.2.1. Aminacion de Buchwald-Hartwig de TBO

En la Tabla 2.6 se presentan los resultados obtenidos para la derivatizacién de TBO. Se ensay6

en primer término una relacién molar de reactantes TBO: Clorobenceno 1:1, tolueno, 100 °C

y 30 h evidenciando la ausencia de producto (entrada 1), lo cual podria atribuirse a la baja

solubilidad del Fs en el solvente evaluado. La sintesis empleando DMF (entradas 2 y 3),

relacion de reactantes TBO:clorobenceno 1:10 y temperatura 90 °C indicé por HPLC la

presencia de dos derivados, con tg= 21,6 min y tg= 23,8 min. La reaccion desarrollada por 48 h

de reaccidn (entrada 3) indicé que los productos obtenidos no superaron el 14 %.

Los rendimientos obtenidos en las condiciones ensayadas podrian atribuirse al impedimento

estérico generado por el sustituyente metilo en la posicidn orto a la amina primaria. El grupo
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amino participa en la formacion del enlace C-N mediante el acoplamiento cruzado mediado

por el catalizador Pd (OAc), y haluros de arilo 74.

Tabla 2.6: Reaccion de TBO y clorobenceno.

. . Relacion de Reactantes o *eQ T (h) Productos
ntrada olvente T° (° iempo
TBO:clorobenceno P tg (min) A % Relativo *
1 1:1 Tolueno | 100 30 21,6 ND
23,8 ND
21,6 6,51
2 28 23,8 5,99
1:10 DMF 90 ! d
3 48 21,6 9,01
23,8 13,8

A: determinacion por HPLC. ND: no detectado.

2.6.2.2. Aminacion de Buchwald-Hartwig de AzA

La sintesis de Buchwald-Hartwig a partir de AzA comercial se ensayé en primera instancia
aplicando como haluro de arilo el compuesto 1,4 dibromobenceno. Los resultados obtenidos
se muestran en la Tabla 2.7 y las entradas 1 y 2 sefalan las condiciones de reaccidon que
evidenciaron ausencia de producto (relacién molar de reactantes 1:1, DMF, 90 °C, 24 y 48 h).
Adicionalmente el ensayo a la relacidn de reactantes 1:5 permitié observar un nuevo derivado

con un tg= 6,63 min con un porcentaje relativo del 0,72 % (Tabla 2.7, entrada 3).

Tabla 2.7: Reaccion de AzA y 1,4 dibromobenceno.

Relacion de Reactantes Producto

Entrada  a: 1,4 dibromobenceno I e W tg (min) * % Relativo *
1 | 1:1 2 — =

> DMF | 90 48 6,21 ND

3 1:5 48 6,63 0,72

A: determinacion por HPLC. ND: no detectado.

Por otra parte, la Tabla 2.8 muestra los resultados obtenidos para la reaccién de aminacion de
Buchwald-Hartwig aplicada a AzA como reactivo de partida y clorobenceno como haluro de
arilo. La relacidn molar de reactantes AzA:clorobenceno 1:10 se ensayd en tolueno y DMF, a

90 °Cy 100 °C 741157117 y tiempos de reaccion entre 3 h y 48 h. El producto de sintesis se evalud
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por HPLC y presentd un tg= 5,6 min. Al emplear tolueno como solvente los porcentajes
relativos del producto de reaccidén no superaron el 6 % (Tabla 2.8, entradas 1-4).

Cabe destacar que los diferentes tiempos de sintesis ensayados no sefialaron cambios
significativos en los resultados obtenidos.

Los resultados en DMF a 90 °C indicaron para el nuevo derivado rendimientos relativos
inferiores al 3 % (Tabla 2.8, entradas 5y 6). Al incrementar el tiempo de reaccién entre 24 hy
48 h se observaron porcentajes relativos menores al 18 % (Tabla 2.8, entradas 7-13).

La aminacion de Buchwald-Hartwig con AzA y dos haluros de arilo, clorobenceno y 1,4
dibromobenceno, indicaron que los porcentajes relativos para los nuevos productos
obtenidos son inferiores al 18 % en todos los casos.

Los resultados alcanzados mediante esta estrategia de sintesis y considerando que una de las
caracteristicas de un Fs ideal es que debe ser un compuesto puro y de facil obtencién para su
posterior escalado, no se dio continuidad al estudio y evaluacién de los nuevos derivados a

partir de los prototipos AzA y TBO.

Tabla 2.8: Reaccion de AzA y clorobenceno.

Producto
Entrada Solvente T°(°C) Tiempo (h) LA A
tg (min) © % Relativo

1 6 5,66 3,47
2 24 5,66 3,45
Tolueno | 100
3 30 5,65 5,24
4 48 5,53 3,84
5 3 5,76 2,73
6 8 5,63 2,47
7 24 5,61 9,43
8 28 5,61 8,43
9 DMF 90 32 5,56 8,28
10 36 5,78 6,48
11 40 5,79 8,37
12 44 5,74 7,70
13 48 5,71 17,8

A: determinacion por HPLC.

2.7. CONCLUSIONES PARCIALES

Las estrategias de derivatizacion ensayadas, bromacion y reaccion de Buchwald-Hartwig,
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permitieron obtener nuevos derivados correspondientes a los compuestos fenotiazinicos TBO
y AzA disponibles comercialmente.

La bromacién de los prototipos se ensayd considerando diferentes parametros tales como
agente halogenante, relaciones de reactantes, solventes y tiempos de reaccion. Las mejores
condiciones de sintesis condujeron a los derivados dibromados de AzA, TBO y AzC con
porcentajes de pureza relativa 2 86 % en todos los casos. La caracterizacién de los nuevos Fs
se realizd por HRMS y 'H-RMN, técnicas que permitieron corroborar la obtencién de los
compuestos dihalogenados correspondientes. Los mismos se evaluaron por HPLC, TLC y
espectrometria UV-Visible evidenciando el efecto de la sustitucion de atomos de hidrégeno
por bromo en la estructura de los prototipos.

Los derivados TBOBr,y AzCBr, mostraron un corrimiento hipsocrémico de la longitud de onda
de maxima absorcion como consecuencia de la introduccidn de atomos pesados en la
estructura de TBO y AzC. Antecedentes bibliograficos indican que la sustitucién por halégenos
favoreceria la presencia de las especies monoméricas del Fs 7! generando un incremento en
la produccion de oxigeno singlete %120 y una potencial actividad fotocitotéxica. Los
mondmeros de la familia de las tiazinas presentan maximos de absorcion préximos a los 500
nm lo cual se corresponde con lo observado por espectrofotometria UV-Visible para los
nuevos derivados.

La bromacién de AzA produjo un corrimiento batocrémico de la longitud de onda de maxima
absorcion de AzABr; potenciando las posibles aplicaciones terapéuticas del nuevo Fs. Sin
embargo este compuesto presentd inestabilidad quimica imposibilitando tanto |la
determinacién de las propiedades fisicoquimicas y fotoquimicas, como asi también, la
evaluacién del efecto fotocitotéxico.

Los resultados obtenidos correspondientes a la sintesis de Buchwald-Hartwig con los
prototipos comerciales TBO y AzA empleando como haluros de arilo, clorobenceno y 1,4-
dibromobenceno, condujeron a productos de reaccién con porcentajes relativos del 18 % en
las mejores condiciones experimentales ensayadas.

Por lo expuesto se seleccionaron los derivados TBOBr, y AzCBr; para dar continuidad al

abordaje de los objetivos especificos de esta Tesis Doctoral.

78



Tesis de Doctorado — Farm. Cinthia Soledad Haniewicz

2.8. BIBLIOGRAFIA

10.

11.

12.

13.

Simoes, J. C. S., Sarpaki, S., Papadimitroulas, P., Therrien, B. y Loudos, G. Conjugated
photosensitizers for imaging and PDT in cancer research. J. Med. Chem. 63, 14119-
14150 (2020).

Frei, A. y col. Synthesis, characterization, and biological evaluation of new Ru(ll)
polypyridyl photosensitizers for photodynamic therapy. J. Med. Chem. 57, 7280-7292
(2014).

New, O. M.y Dolphin, D. Design and synthesis of novel phenothiazinium photosensitiser
derivatives. European J. Org. Chem. 2009, 2675-2686 (2009).

Zhao, X, Liu, J,, Fan, J., Chao, H. y Peng, X. Recent progress in photosensitizers for
overcoming the challenges of photodynamic therapy: from molecular design to
application. Chem. Soc. Rev. 50, 4185-4219 (2021).

Caruso, E., Banfi, S., Barbieri, P., Leva, B. y Orlandi, V. T. Synthesis and antibacterial
activity of novel cationic BODIPY photosensitizers. J. Photochem. Photobiol. B Biol. 114,
44-51 (2012).

Ghorbani, J., Rahban, D., Aghamiri, S., Teymouri, A. y Bahador, A. Photosensitizers in
antibacterial photodynamic therapy: an overview. Laser Ther. 27, 293-302 (2018).
Wozniak, A. y Grinholc, M. Combined antimicrobial activity of photodynamic
inactivation and antimicrobials-state of the art. Front. Microbiol. 9, 1-19 (2018).

Li, X., Lovell, J. F., Yoon, J. y Chen, X. Clinical development and potential of photothermal
and photodynamic therapies for cancer. Nat. Rev. Clin. Oncol. 17, 657-674 (2020).
Hamblin, M. R. Photodynamic therapy for cancer: what’s past is prologue. Photochem.
Photobiol. 96, 506-516 (2020).

dos Santos, A. F., de Almeida, D. R. Q., Terra, L. F., Baptista, M. S. y Labriola, L.
Photodynamic therapy in cancer treatment-an update review. J. Cancer Metastasis
Treat. 5, 1-20 (2019).

Baskaran, R., Lee, J. y Yang, S.-G. Clinical development of photodynamic agents and
therapeutic applications. Biomater. Res. 22, 1-8 (2018).

Gomes, A. T. P. C,, Neves, M. G. P. M. S. y Cavaleiro, J. A. S. Cancer, photodynamic
therapy and porphyrin-type derivatives. An. Acad. Bras. Cienc. 90, 993-1026 (2018).

Costa, L. D., Costa, J. I. T. y Tomé, A. C. Porphyrin macrocycle modification: pyrrole-

79



Capitulo 2: Sintesis, Purificacion y Caracterizacion de Nuevos Agentes Fototerapéuticos

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

80

contracted or -expanded porphyrinoids. Molecules. 21, 1-30 (2016).

Kniebihler, G. y col. Photodynamic therapy for cholangiocarcinoma using low dose
mTHPC (Foscan®). Photodiagnosis Photodyn. Ther. 10, 220-228 (2013).

Aslanoglu, B. y col. Optical properties of photodynamic therapy drugs in different
environments: the paradigmatic case of temoporfin. Phys. Chem. Chem. Phys. 22,
16956-16964 (2020).

Correia, J. H., Rodrigues, J. A, Pimenta, S., Dong, T. y Yang, Z. Photodynamic therapy
review: principles, photosensitizers, applications and future directions. Pharmaceutics.
13, 1-16 (2021).

de Souza, A. L. R. y col. Comparing desferrioxamine and light fractionation
enhancement of ALA-PpIX photodynamic therapy in skin cancer. Br. J. Cancer. 115, 805-
813 (2016).

Nesi-Reis, V. y col. Contribution of photodynamic therapy in wound healing: a
systematic review. Photodiagnosis Photodyn. Ther. 21, 294-305 (2018).

Manda, G. y col. Emerging therapeutic targets in oncologic photodynamic therapy. Curr.
Pharm. Des. 24, 1-28 (2018).

Van Straten, D., Mashayekhi, V., De Bruijn, H. S., Oliveira, S. y Robinson, D. J. Oncologic
photodynamic therapy: basic principles, current clinical status and future directions.
Cancers. 9, 1-54 (2017).

McFarland, S. A., Mandel, A., Dumoulin-White, R. y Gasser, G. Metal-based
photosensitizers for photodynamic therapy: the future of multimodal oncology? Curr.
Opin. Chem. Biol. 56, 23-27 (2020).

Tim, M. Strategies to optimize photosensitizers for photodynamic inactivation of
bacteria. J. Photochem. Photobiol. B Biol. 150, 2-10 (2015).

Zhang, J. y col. An updated overview on the development of new photosensitizers for
anticancer photodynamic therapy. Acta Pharm. Sin. B. 8, 137-146 (2018).

Garland, M. J., Cassidy, C. M., Woolfson, D. y Donnelly, R. F. Designing photosensitizers
for photodynamic therapy: strategies, challenges and promising developments. Future
Med. Chem. 1, 667-691 (2009).

Moreira, L. M. y col. Phenotiazinium dyes as photosensitizers (PS) in photodynamic
therapy (PDT): spectroscopic properties and photochemical mechanisms. en Advanced

Aspects of Spectroscopy 393-422 (2011).



26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

Tesis de Doctorado — Farm. Cinthia Soledad Haniewicz

Wainwright, M.y Giddens, R. M. Phenothiazinium photosensitisers: choices in synthesis
and application. Dye. Pigment. 57, 245-257 (2003).

Schultz, E. W. y Krueger, A. P. Inactivation of Staphyloccus bacteriophage by methylene
blue. Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 280, 100-101 (1928).

Clifton, C. E. y Lawler, T. G. Inactivation of Staphylococcus bacteriophage by toluidine
blue. Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 856, 1041-1042 (1930).

Perdrau, J. R.y Todd, C. The photodynamic action of methylene blue on bacteriophage.
Proc. R. Soc. London. Ser. B, Contain. Pap. a Biol. Character. 112, 277-287 (1933).
Sakamaki, D., Kumano, D., Yashima, E. y Seki, S. A double hetero[4]helicene composed
of two phenothiazines: synthesis, structural properties and cationic states. Chem.
Commun. 51, 17237-17240 (2015).

D'Alessandro, S. y Priefer, R. Non-porphyrin dyes used as photosensitizers in
photodynamic therapy. J. Drug Deliv. Sci. Technol. 60, 1-14 (2020).

Plotino, G., Grande, N. M. y Mercade, M. Photodynamic therapy in endodontics. Int.
Endod. J. 52, 760-774 (2019).

Dichiara, M. y col. Recent advances in drug discovery of phototherapeutic non-
porphyrinic anticancer agents. Eur. J. Med. Chem. 142, 459-485 (2017).

Sobotta, L., Skupin-Mrugalska, P., Piskorz, J. y Mielcarek, J. Non-porphyrinoid
photosensitizers mediated photodynamic inactivation against bacteria. Dye. Pigment.
163, 337-355 (2019).

Franco, T. P. M., Dos Santos, A. P. P. y Canabarro, A. The effects of repeated applications
of antimicrobial photodynamic therapy in the treatment of residual periodontal
pockets: a systematic review. Lasers Med. Sci. 34, 855-863 (2019).

Wainwright, M., O’Kane, C. y Rawthore, S. Phenothiazinium photosensitisers XI.
Improved toluidine blue photoantimicrobials. J. Photochem. Photobiol. B Biol. 160, 68-
71 (2016).

Nagata, J. Y. y col. Antibacterial photodynamic therapy for dental caries: evaluation of
the photosensitizers used and light source properties. Photodiagnosis Photodyn. Ther.
9,122-131 (2012).

Wainwright, M., Meegan, K. y Loughran, C. Phenothiazinium photosensitisers IX. Tetra-
and pentacyclic derivatives as photoantimicrobial agents. Dye. Pigment. 91, 1-5 (2011).

Wainwright, M., Phoenix, D. A., Rice, L., Burrow, S. M.y Waring, J. Increased cytotoxicity

81



Capitulo 2: Sintesis, Purificacion y Caracterizacion de Nuevos Agentes Fototerapéuticos

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

82

and phototoxicity in the methylene blue series via chromophore methylation. J.
Photochem. Photobiol. B Biol. 40, 233-239 (1997).

Gatto Raimundo, A. F. y col. The photodynamic and intrinsic effects of Azure B on
mitochondrial bioenergetics and the consequences of its intrinsic effects on hepatic
energy metabolism. Photodiagnosis Photodyn. Ther. 35, 1-15 (2021).

Wainwright, M. Phenothiazinium photosensitisers V. Photobactericidal activities of
chromophore-methylated phenothiazinium salts. Dye. Pigment. 73, 7-12 (2007).
Moreira, L. M. y col. Azure dyes as new photosensitizer prototypes to application in
photodynamic therapy against Candida spp. Spectroscopy. 24, 621-628 (2010).

Montes de Oca, M. N., Vara, J., Milla, L., Rivarola, V. y Ortiz, C. S. Physicochemical
properties and photodynamic activity of novel derivatives of triarylmethane and
thiazine. Arch. Pharm. Chem. Life Sci. 346, 255-265 (2013).

Wainwright, M. y Mclean, A. Rational design of phenothiazinium derivatives and
photoantimicrobial drug discovery. Dye. Pigment. 136, 590-600 (2017).

Wainwright, M. The development of phenothiazinium photosensitisers. Photodiagnosis
Photodyn. Ther. 2, 263-272 (2005).

Nagata, J. Y. y col. Antibacterial photodynamic therapy for dental caries: evaluation of
the photosensitizers used and light source properties. Photodiagnosis Photodyn. Ther.
9, 122-131 (2012).

Agazzi, M. L., Ballatore, M. B., Reynoso, E., Quiroga, E. D. y Durantini, E. N. Synthesis,
spectroscopic properties and photodynamic activity of two cationic BODIPY derivatives
with application in the photoinactivation of microorganisms. Eur. J. Med. Chem. 126,
110-121 (2017).

Malatesti, N., Munitic, I. y Jurak, |. Porphyrin-based cationic amphiphilic
photosensitisers as potential anticancer, antimicrobial and immunosuppressive agents.
Biophys. Rev. 9, 149-168 (2017).

Martins, D. y col. Photoinactivation of Pseudomonas syringae pv . actinidiae in kiwifruit
plants by cationic porphyrins. Planta. 248, 409-421 (2018).

Soukos, N. S., Ximenez-Fyvie, L. A., Hamblin, M. R., Socransky, S. S. y Hasan, T. Targeted
antimicrobial photochemotherapy. Antimicrob. Agents Chemother. 42, 2595-2601
(1998).

Wiehe, A., O'Brien, J. M. y Senge, M. O. Trends and targets in antiviral phototherapy.



52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

Tesis de Doctorado — Farm. Cinthia Soledad Haniewicz

Photochem. Photobiol. Sci. 18, 2565-2612 (2019).

Tuite, E. M. y Kelly, J. M. Photochemical interactions of methylene blue and analogues
with DNA and other biological substrates. J. Photochem. Photobiol. B Biol. 21, 103-124
(1993).

Hosseini, N. y col. Susceptibility of Candida albicans and Candida dubliniensis to
photodynamic therapy using four dyes as the photosensitizer. J. Dent. Shiraz Univ. Med.
Sci. 17, 354-360 (2016).

de Souza, S. C. y col. Photosensitization of different Candida species by low power laser
light. J. Photochem. Photobiol. B Biol. 83, 34-38 (2006).

Wilson, M. y Mia, N. Effect of environmental factors on the lethal photosensitization of
Candida albicans in vitro. Lasers Med. Sci. 9, 105-109 (1994).

Bacellar, I. O. L. y col. Membrane damage efficiency of phenothiazinium
photosensitizers. Photochem. Photobiol. 90, 801-813 (2014).

Wainwright, M., Meegan, K., Loughran, C. y Giddens, R. M. Phenothiazinium
photosensitisers, part VI: photobactericidal asymmetric derivatives. Dye. Pigment. 82,
387-391 (20009).

Hamblin, M. R. y Abrahamse, H. Inorganic salts and antimicrobial photodynamic
therapy: mechanistic conundrums? Molecules. 23, 1-18 (2018).

Rajan, D. y llanchelian, M. Exploring the interaction of Azure dyes with t-RNA by hybrid
spectroscopic and computational approaches and its applications toward human lung
cancer cell line. Int. J. Biol. Macromol. 113, 1052-1061 (2018).

Almeida, A. M., Oliveira, O. N. y Aoki, P. H. B. Role of toluidine blue O binding
mechanism for photooxidation in bioinspired bacterial membranes. Langmuir. 35,
16745-16751 (2019).

Tardivo, J. P., Del Giglio, A., Paschoal, L. H. y Baptista, M. S. New photodynamic therapy
protocol to treat AlDS-related Kaposi’s sarcoma. Photomed. Laser Surg. 24, 528-531
(2006).

Wasif Baig, M., Pederzoli, M., Kyvala, M., Cwiklik, L. y Pittner, J. Theoretical investigation
of the effect of alkylation and bromination on intersystem crossing in BODIPY-based
photosensitizers. J. Phys. Chem. B 125, 11617-11627 (2021).

Gorbe, M. y col. Halogen-containing BODIPY derivatives for photodynamic therapy.
Dye. Pigment. 160, 198-207 (2019).

83



Capitulo 2: Sintesis, Purificacion y Caracterizacion de Nuevos Agentes Fototerapéuticos

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

84

Zakavi, S., Naderloo, M., Heydari-turkmani, A., Alghooneh, L. y Eskandari, M. Effects of
B-bromine substitution and core protonation on photosensitizing properties of
porphyrins: long wavelength photosensitizers. J. Catal. 380, 236-246 (2019).

Pucelik, B. y col. Properties of halogenated and sulfonated porphyrins relevant for the
selection of photosensitizers in anticancer and antimicrobial therapies. PLOS ONE. 12,
1-22 (2017).

Urrutia, M. N. y Ortiz, C. S. Spectroscopic characterization and aggregation of azine
compounds in different media. Chem. Phys. 412, 41-50 (2013).

Urrutia, M. N. y Ortiz, C. S. Novel oxazine and oxazone dyes: aggregation behavior and
physicochemical properties. New J. Chem. 40, 10161-10171 (2016).

Kumar, P. P. P., Yadav, P., Shanavas, A. y Neelakandan, P. P. Aggregation enhances
luminescence and photosensitization properties of a hexaiodo-BODIPY. Mater. Chem.
Front. 4, 965-972 (2020).

Lee, J. M. y col. Synergistic effects of photoinduced electron transfer and heavy atom
effect based on BODIPY for efficient triplet photosensitizers. Dye. Pigment. 196, 1-9
(2021).

Gorman, A. y col. In vitro demonstration of the heavy-atom effect for photodynamic
therapy. J. Am. Chem. Soc. 126, 10619-10631 (2004).

Gualdesi, M. S., Vara, J., Aiassa, V., Alvarez Igarzabal, C. I. y Ortiz, C. S. Thionine in the
design of new photosensitizers: bromination and vehiculization in polymeric
nanoparticles. J. Mol. Lig. 310, 1-9 (2020).

Gualdesi, M. S. y col. Halogenated phenotiazine as photoantimicrobial agent against
Staphylococcus aureus. Evaluation of the vehiculization in polymeric nanoparticles.
Dye. Pigment. 170, 1-8 (2019).

Dorel, R., Grugel, C. P. y Haydl, A. M. The Buchwald-Hartwig amination after 25 years.
Angew. Chemie - Int. Ed. 58, 17118-17129 (2019).

Heravi, M. M., Kheilkordi, Z., Zadsirjan, V., Heydari, M. y Malmir, M. Buchwald-Hartwig
reaction: an overview. J. Organomet. Chem. 861, 17-104 (2018).

Liu, Y. y col. Application of a 2-aryl indenylphosphine ligand in the Buchwald-Hartwig
cross-coupling reactions of aryl and heteroaryl chlorides under the solvent-free and
aqueous conditions. Org. Biomol. Chem. 15, 5805-5810 (2017).

Ribone, S. R. y col. Synthesis, biological evaluation and molecular modeling of 4,6-



77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

Tesis de Doctorado — Farm. Cinthia Soledad Haniewicz

diarylpyrimidines and diarylbenzenes as novel non-nucleosides HIV-1 reverse
transcriptase inhibitors. Eur. J. Med. Chem. 58, 485-492 (2012).

Surry, D.S.y Buchwald, S. L. Dialkylbiaryl phosphines in Pd-catalyzed amination: a user’s
guide. Chem. Sci. 2, 27-50 (2011).

Cao, Q., Nicholson, W. 1., Jones, A. C. y Browne, D. L. Robust Buchwald-Hartwig
amination enabled by ball-milling. Org. Biomol. Chem. 17, 1722-1726 (2019).

Nirmala, M. y col. Organonickel complexes encumbering bis-imidazolylidene carbene
ligands: synthesis, X-ray structure and catalytic insights on Buchwald-Hartwig
amination reactions. J. Organomet. Chem. 831, 1-10 (2017).

Veisi, H., Tamoradi, T., Karmakar, B. y Hemmati, S. Green tea extract-modified silica gel
decorated with palladium nanoparticles as a heterogeneous and recyclable
nanocatalyst for Buchwald-Hartwig C-N cross-coupling reactions. J. Phys. Chem. Solids.
138, 1-7 (2020).

Christensen, H., Kiil, S. y Dam-Johansen, K. Effect of solvents on the product distribution
and reaction rate of a Buchwald-Hartwig amination reaction. Org. Process Res. Dev. 10,
762-769 (2006).

McKamey, M. R. y Spitznagle, L. Chromatographic, mass spectral and visible light
absorption characteristics of toluidine blue O and related dyes. J. Pharm. Sci. 64, 1456-
1462 (1975).

Mills, A., Hazafy, D., Parkinson, J., Tuttle, T. y Hutchings, M. G. Effect of alkali on
methylene blue (C. I. Basic Blue 9) and other thiazine dyes. Dye. Pigment. 88, 149-155
(2011).

Horobin, R. W., Stockert, J. C. y Rashid-Doubell, F. Fluorescent cationic probes for nuclei
of living cells: why are they selective? A quantitative structure-activity relations
analysis. Histochem Cell Biol. 126, 165-175 (2006).

Loach, K. W. Thin-Layer Chromatographic separation of methylene blue and related
thiazine dyes. J. Chromatogr. 60, 119-126 (1971).

Rogers, D. A. y col. Organic dye-catalyzed, visible-light photoredox bromination of
arenes and heteroarenes using N-bromosuccinimide. ACS Omega. 3, 12868-12877
(2018).

Petrova, M. y col. Experimental and theoretical studies of bromination of diethyl 2,4,6-

trimehyl-1,4-dihydropyridine-3,5-dicarboxylate. Heteroat. Chem. 25, 114-126 (2014).

85



Capitulo 2: Sintesis, Purificacion y Caracterizacion de Nuevos Agentes Fototerapéuticos

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

86

Hoffmann, K. J. y Carlsen, P. H. J. Study of an efficient and selective bromination reaction
of substituted thiophenes. Synth. Commun. 29, 1607-1610 (1999).

Wu, Y. Q. y col. A convenient and efficient H2SO4-promoted regioselective
monobromination of phenol derivatives using N-bromosuccinimide. Synth. Commun.
50, 813-822 (2020).

Bovonsombat, P. y col. Regioselective monobromination of aromatics via a halogen
bond acceptor-donor interaction of catalytic thioamide and N-bromosuccinimide.
Tetrahedron. 73, 6564-6572 (2017).

Vekariya, R. H. y Patel, H. D. Synthesis of a-bromocarbonyl compounds: recent
advances. Tetrahedron. 70, 3949-3961 (2014).

Zysman-Colman, E., Arias, K. y Siegel, J. S. Synthesis of arylbromides from arenes and N-
bromosuccinimide (NBS) in acetonitrile - A convenient method for aromatic
bromination. Can. J. Chem. 87, 440-447 (2009).

Ganguly, N. C,, De, P. y Dutta, S. Mild regioselective monobromination of activated
aromatics and heteroaromatics with N-bromosuccinimide in tetrabutylammonium
bromide. Synthesis. 7, 1103-1108 (2005).

Cammidge, A. N., Crepy, K. V y Fugier, M. Convenient ring-bromination of
alkylnaphthalenes using N-bromosuccinimide in acetonitrile. Synth. Commun. 4159-
4162 (1997).

Vara, J. y Ortiz, C. S. Thiazine dyes: Evaluation of monomeric and aggregate forms.
Spectrochim. Acta Part A Mol. Biomol. Spectrosc. 166, 112-120 (2016).
Robinson-Duggon, J. y col. Fatty acid conjugates of toluidine blue O as amphiphilic
photosensitizers: synthesis, solubility, photophysics and photochemical properties.
Photochem. Photobiol. 97, 71-79 (2021).

Claridge, T. D. W. High-resolution NMR techniques in organic chemistry. Elsevier.
(2016).

Shimizu, S. y col. Benzo[c,d]indole-Containing Aza-BODIPY dyes: asymmetrization-
induced solid-state emission and aggregation-induced emission enhancement as new
properties of a well-known chromophore. Chem. A Eur. J. 21, 12996-13003 (2015).
Loutfy, R. y Sharp, J. H. Electronic properties of furaquinone pigments. Correlation
between photosensitivy and emissivity. J. Phys. Chem. 83, 1208-1212 (1979).

Zhang, X.-F. y Xu, H. Influence of halogenation and aggregation on photosensitizing



101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

Tesis de Doctorado — Farm. Cinthia Soledad Haniewicz

properties of zinc phthalocyanine (ZnPC). J. Chem. Soc. Faraday Trans. 89, 3347-3351
(1993).

Cooksey, C. J. Quirks of dye nomenclature. 8. Methylene blue, azure and violet. Biotech.
Histochem. 92, 347-356 (2017).

Plater, M. J. A degradation product of methylene blue. Ark. Free J. Org. Chem. 2003, 37-
42 (2003).

Saikia, I., Borah, A. J. y Phukan, P. Use of bromine and bromo-organic compounds in
organic synthesis. Chem. Rev. 116, 6837-7042 (2016).

Choi, T. y Ma, E. Simple and regioselective bromination of 5,6-disubstituted-indan-1-
ones with Br under acidic and basic conditions. Molecules. 12, 74-85 (2007).
Jovanovic, M. V y Biehl, E. R. Bromination of 10-phenylphenothiazine and 10-
phenylphenoxazine. J. Org. Chem. 49, 1905-1908 (1984).

Chhattise, P. K., Ramaswamy, A. V. y Waghmode, S. B. Regioselective, photochemical
bromination of aromatic compounds using N-bromosuccinimide. Tetrahedron Lett. 49,
189-194 (2008).

Alberola, A., Alvaro, R., Gonzélez Ortega, A. y Safiudo, C. Synthesis of [1] benzopyrano
[2,3-b] pyrrol-4 (1H)-ones. Tetrahedron. 53, 16185-16194 (1997).

Ceder, 0. y Vernmark, K. Synthesis of the 1,3,4-triaza- and 1,4-diazacycl[3.3.3]azine
systems. Acta Chem. Scand. B. 31, 235-238 (1977).

Somashekharappa, G. M., Paul, M., Govind, C., Mathew, R. y Karunakaran, V. Ultrafast
intermolecular interaction dynamics between NIR-absorbing unsymmetrical squaraines
and PCBM: effects of halogen substitution. J. Phys. Chem. B. 126, 4509-4519 (2022).
Piskorz, J. y col. BODIPY-based photosensitizers as potential anticancer and
antibacterial agents: role of the positive charge and the heavy atom effect.
ChemMedChem. 15, 1-14 (2020).

Serra, A. C. y col. Halogen atom effect on photophysical and photodynamic
characteristics of derivatives of 5,10,15,20-tetrakis(3-hydroxyphenyl) porphyrin. J.
Photochem. Photobiol. B Biol. 92, 59-65 (2008).

Lacerda, S. H. D., Abraham, B., Stringfellow, T. C. y Indig, G. L. Photophysical,
photochemical and tumor-selectivity properties of bromine derivatives of Rhodamine-
123. Photochem. Photobiol. 81, 1430-1438 (2005).

Alvarez, M. G., Montes de Oca, M. N., Milanesio, M. E., Ortiz, C. S. y Durantini, E. N.

87



Capitulo 2: Sintesis, Purificacion y Caracterizacion de Nuevos Agentes Fototerapéuticos

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

88

Photodynamic properties and photoinactivation of Candida albicans mediated by
brominated derivatives of triarylmethane and phenothiazinium dyes. Photodiagnosis
Photodyn. Ther. 11, 148-155 (2014).

Vecchio, D. y col. Structure-function relationships of Nile blue (EtNBS) derivatives as
antimicrobial photosensitizers. Eur. J. Med. Chem. 75, 479-491 (2014).

Cook, A., Clément, R. y Newman, S. G. Reaction screening in multiwell plates: high-
throughput optimization of a Buchwald-Hartwig amination. Nat. Protoc. 16, 1152-1169
(2021).

Kashani, S. K., Jessiman, J. E. y Newman, S. G. Exploring homogeneous conditions for
mild Buchwald-Hartwig amination in batch and flow. Org. Process Res. Dev. 24, 1948-
1954 (2020).

Forero-Cortés, P. A. y Haydl, A. M. The 25th anniversary of the Buchwald-Hartwig
amination: development, applications and outlook. Org. Process Res. Dev. 23, 1478-
1483 (2019).

Dilber, G., Durmus, M. y Kantekin, H. Non-aggregated zwitterionic zinc (ll)
phthalocyanine complexes in water with high singlet oxygen quantum yield. Dye.
Pigment. 160, 267-284 (2019).

Bennett, L. E., Ghiggino, K. P. y Henderson, R. W. Singlet oxygen formation in
monomeric and aggregated porphyrin c. J. Photochem. Photobiol. B Biol. 3, 81-89
(1989).

Vara, J., Gualdesi, M. S., Bertolotti, S. G. y Ortiz, C. S. Two phenothiazine dyes as
photosensitizers for the production of singlet oxygen. Photophysics, photochemistry

and effects of aggregation. J. Mol. Struct. 1181, 1-7 (2019).



CAPITULO 3

PROPIEDADES FISICOQUIMICAS Y

FOTOQUIMICAS

DD DD <D< << < << < << < <<

]

S D<D< P < <<







Tesis de Doctorado — Farm. Cinthia Soledad Haniewicz

PROPIEDADES FISICOQUIMICAS Y FOTOQUIMICAS

3.1. IMPACTO EN EL DESARROLLO DE NUEVOS FOTOSENSIBILIZADORES

El estudio de las propiedades fisicoquimicas y fotoquimicas de nuevos derivados estd
estrechamente relacionado con la potencial aplicacion en TFD y TFDA, impactando
directamente en la capacidad de generar EROs responsables del efecto terapéutico 3.

Los antecedentes bibliograficos demuestran la importancia de los Fs fenotiazinicos debido a
sus diversas propiedades fisicoquimicas y fotoquimicas. Esta familia exhibe una prometedora
actividad bioldgica frente a distintas patologias %/, siendo el efecto terapéutico el resultado
de la interaccidén del farmacdéforo y el sistema de anillo triciclico. El cardcter lipofilico cobra
relevancia porque impacta en la penetracién del Fs en las membranas bioldgicas 2. Las
caracteristicas estructurales de los compuestos fenotiazinicos les proporcionan la capacidad
de absorber luz a una longitud de onda entre 600-660 nm, presentar una minima toxicidad
frente a las células humanas y una elevada capacidad de producir 10, *°. Adicionalmente las
fenotiazinas son compuestos relativamente econdmicos y ampliamente disponibles 1.

La evaluacién de las propiedades fisicoquimicas y fotoquimicas de los derivados TBOBr; y
AzCBr; permitird realizar una comparacién con sus precursores.

La constante de ionizacidn o disociacién acida (pKa) tiene un impacto significativo en las
propiedades fisicoquimicas tales como solubilidad y lipofilicidad, incidiendo en la velocidad de
disolucién y absorcion del Fs 1213,

Por otra parte la estabilidad fotoquimica es importante ya que afecta la seguridad y la eficacia
del tratamiento fotodinamico. La degradacién del compuesto a causa de la irradiacion con luz
disminuye la biodisponibilidad y modifica la intensidad de absorcién y/o fluorescencia, lo cual
impacta en la reactividad fotoquimica conduciendo a la formaciéon de productos téxicos 14716,
La determinacién del rendimiento cudntico de formacién de 0, (¢a) es quizds una de las
propiedades mads relevantes, siendo responsable directo del efecto terapéutico. Los
antecedentes bibliograficos indican que los Fs tiazinicos, como por ejemplo MB, presenta baja
toxicidad y alta produccién de 0, con muy buenos resultados en ensayos in vitro e in vivo

1718 Otros Fs fenotiazinicos, tales como nuevo azul de metileno (NMB) y violeta de metileno
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(MV), generan 'O, luego de la irradiacion con luz visible demostrando la inactivacién

fotodindmica de microorganismos %%,

3.2. CONSTANTE DE IONIZACION

La constante de ionizacién (pKa) es de relevancia fundamental en diversos campos de
investigacién tales como la quimica, biologia, medicina e industria alimentaria 2.
El desarrollo de nuevos ingredientes farmacéuticos activos (IFAs) requiere determinar el grado
de disociacién o ionizacion, ya que el pK, tiene efecto sobre los pardmetros farmacocinéticos
y la formulacién farmacéutica. El grado de ionizacion depende en gran medida del pH del
medio, por lo cual el vehiculo se ajusta a un valor de pH que permita alcanzar un nivel de
ionizacion del farmaco que favorezca la solubilidad y estabilidad del mismo 2223, Por otra parte
desde el punto de vista de la farmacocinética, el estado de ionizacidon de los IFAs influye
significativamente en el proceso ADME (absorcién, distribucién, metabolismo y excrecion)
impactando en la biodisponibilidad y en la accién farmacoldgica 242°.
El pKa de una molécula se corresponde con el pH al cual la misma se presenta protonada en
un 50 % (Ecuacién 3.2.1) 2627,

[A7]

pH = pK, + Log4 HAl Ecuacion 3.2.1

La mayoria de los farmacos presentan grupos funcionales acidos y/o basicos, por lo que el
estado de ionizacién es controlado por el pH del medio y el valor de pKa, permitiendo predecir
el grado de ionizacidn en los fluidos bioldgicos 28. Las especies quimicas (catiénica, neutra o
aniénica) exhiben propiedades diferentes con respecto a la solubilidad en agua, volatilidad,
absorcion UV-Visible y reactividad 2°:3°,

La determinacion experimental del pK, se realiza mediante espectroscopia infrarroja,
espectrofotometria UV-Visible, fluorescencia, valoraciones potenciométricas, titulaciones y
resonancia magnética nuclear, entre otras 31734,

Los Fs fenotiazinicos son compuestos catiénicos que presentan una intensa absorcion en la
zona roja del espectro electromagnético entre 600 nm y 660 nm 3>3¢, Estudios previos

demuestran que los compuestos fenotiazinicos con sustituyentes amino primario o
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secundario, tales como Th, AzA, AzB, AzC y TBO, se desprotonan en medios fuertemente
basicos generando soluciones que presentan longitudes de onda de maxima absorcion (Amax)
proximas a los 500 nm 3738, El equilibrio dcido-base de TBO se muestra en la Figura 3.2.1.

Los valores de pK, descriptos para los Fs fenotiazinicos permiten inferir que la especie
catidnica estd presente en los medios fisioldgicos confiriéndoles gran selectividad. Los
antecedentes bibliograficos indican que las membranas celulares presentan una carga global
neta negativa, por lo cual los fdrmacos con carga positiva pueden adherirse a las células blanco

por atraccion electrostatica .

N
IIXIJ_ YT
Hﬁ s T/ H,I;isjij\,\j/

Figura 3.2.1: Equilibrio de ionizacion de TBO.

Los Fs fenotiazinicos actuan principalmente a nivel mitocondrial como consecuencia de la
atraccioén electrostatica entre el Fs catidnico y el potencial de membrana. Las propiedades
fisicoquimicas y el balance lipofilico-hidrofilico también influyen en la capacidad de estos
agentes fototerapéuticos para atravesar las membranas de células cancerigenas %43,

Por otra parte los Fs catidnicos se acumulan selectivamente en bacterias, en estado
plancténico y formando biofilms, debido a que la membrana de Gram-positivas y Gram-
negativas presentan 4dacido lipoteicoico y lipopolisacaridos, respectivamente. Estos
componentes les confieren a los microorganismos una carga superficial negativa que genera
importantes sitios de unién para sustratos con densidad positiva *44¢,

En base a lo expuesto, se determinaron los valores de pKa, de TBO, TBOBr, y AzCBr; utilizando

adicionalmente el dato correspondiente a AzC reportado en bibliografia. Se evalué el efecto

de los atomos de bromo y el grado de ionizacion de los nuevos Fs a diferentes valores de pH.
3.2.1. Materiales y métodos

El valor de pK, de TBO, TBOBr; y AzCBr; se determind por espectrofotometria de absorcidn en
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diferentes soluciones reguladoras con valores de pH comprendidos entre 1,20 y 13,2. Se
empled como cosolvente dimetilsulféxido (grado pro-analisis, Biopack) 20 % v/v con el
objetivo de favorecer la solubilidad de los derivados dibromados. Las soluciones de los Fs se
prepararon a una concentracién final de 9,81 uM (TBO); 76,9 uM (TBOBr;) y 156 uM (AzCBr3).

Las soluciones reguladoras de pH (Tabla 3.2.1) se prepararon con agua ultrapura provista por
el sistema de purificacién de agua Milli-Q® (Millipore Corporation) y utilizando reactivos de

calidad pro-analisis.

Tabla 3.2.1: Composicion de las soluciones reguladoras de pH.

Composicion

H

P mL Reactivol M mL Reactivo2 M
;,;g 2,5 KCI 0,2 éll,ig Hel 0,2
— KC8H504 4

4,40 0,33 0,2
5,80 0,1 0,36 NaOH 0,1
6,50 KH,PO, 0,69 0.2
7,40 50 1,95 '
8,00 Bdrax 0,0ZSﬁ HCI 0,2
9,00 0,23

11,0 NaHCO 2,27

a5 0,05

11,3 Na,HPO, 0,37
2 5 on o
——2,5 KCI 0,2 —/——

13,0 6,60

13,2 7,50

La fuerza idnica se ajustdé a 0,5 M con cloruro de sodio (NaCl) en todos los casos y el pH se
determiné con un pHmetro Altronix MOD. EZDO-PC.

Las soluciones de los Fs se analizaron por espectrofotometria UV-Visible entre 200 nm y 800
nm empleando un espectrofotometro Shimadzu UV-Visible 160A y una celda de cuarzo de 1
cm de paso éptico (Sigma). Todas las experiencias se realizaron por duplicado y los resultados
obtenidos se procesaron con el programa OriginPro 8 SRO.

Los valores de pK, se determinaron mediante la representacion grafica del grado de ionizacidon
en funcién del pH. El porcentaje del grado de ionizacidn (Gl) se ajusté segln la Ecuaciéon 3.2.2,

estableciendo la relacion de absorbancias (a la longitud de onda de maxima absorcién) de las
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especies catidnicas y neutras (Abs i scido/AbS A base) a los diferentes valores de pH ensayados

1,47

(Abs/lécido) _(Abs Aécido)pH mayor

— Abs A base Abs A base .2

GI = (Absléa.do) Hmenor—(Ab”“id") X 100 Ecuacion 3.2.2
Abs A base p Abs A base p Y

3.2.2. Resultados y discusion

La constante de ionizacidn se determind a partir del pH atribuible al 50 % de la ionizacidn del

Fs (Figura 3.2.2).
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Figura 3.2.2: Representacion grdfica del grado de ionizacion en funcion del pH. (A) TBO,

(B) TBOBr2 y (C) AzCBr».
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Los valores de pK, correspondientes a TBO, TBOBr; y AzCBr; se muestran en la Tabla 3.2.2.

Tabla 3.2.2: Valores de pK, obtenidos experimentalmente.

Fs pK,
TBO 11,34+ 0,01
TBOBr, 6,78 £ 0,06
*AzC 11,5
AzCBr, 7,48 £ 0,08

* Valor de literatura (Mills y col. 2011).

Diversos autores sefialan datos de pK, para TBO y AzC comercial igual a 11,6 y 11,5
respectivamente, lo cual brinda confiabilidad a los resultados obtenidos 384,

Los valores de pK, correspondientes a los nuevos Fs permiten observar que la introduccion de
dos atomos de bromo en las estructuras de TBO y AzC, disminuye hasta 4 unidades con
relacion al prototipo. Este fendmeno esta asociado con la electronegatividad del sustituyente
bromo que por efecto inductivo desplaza la nube de electrones e incrementa la fuerza del
acido #°°%, Antecedentes bibliogréficos indican que con la incorporacién de atomos de
halégenos en la estructura quimica los valores de pKa, son menores °+°2, Esta disminucion que
presentan los nuevos Fs dibromados podria resultar prometedora ya que en el sistema
biolégico se combinarian especies neutras y catidnicas. Esta situacién permitiria la
incorporacion y acumulacion de TBOBr; y AzCBr; en diferentes condiciones fisioldgicas,

favoreciendo la selectividad y la posible aplicacion en TFD y TFDA °°,

3.3. ESTABILIDAD FOTOQUIMICA

La estabilidad fotoquimica de un Fs es una propiedad que tiene incidencia en la seguridad y
eficacia del tratamiento fotodinamico. La degradacion del compuesto disminuye la
biodisponibilidad, modifica la intensidad de absorcidn y/o fluorescencia inicial, influye en la

reactividad fotoquimica y puede conducir a la formacién de productos tdxicos *°.
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Diferentes autores sostienen que se requiere una Optima fotoestabilidad de los Fs que se
aplican a la deteccion tumoral mediante TFD lo que permite un monitoreo de las células
malignas durante periodos prolongados 34 .

Varios trabajos cientificos relativos a estudios de Fs porfirinicos y no porfirinicos establecen
una correlacidn entre la estabilidad fotoquimica y la eficacia fotodindmica 1¢°>°6, La mayoria
de los farmacos fotosensibles correspondientes a la familia de las porfirinas, clorinas y
ftalocianinas que se aplican en TFD, no son fotoestables. Tanto en soluciones simples como
en entornos complejos, los Fs sufren modificaciones inducidas por la luz lo que conduce a una
disminucién de la absorcion inicial y de la intensidad de fluorescencia. Este proceso se
denomina fotodegradacion o fotoblanqueo y se define como la transformacidn quimica de la
sustancia fotosensibilizadora al ser irradiada con luz (fototransformacion) conduciendo a la
formacién de nuevos fotoproductos absorbentes >’. Por otra parte el trabajo realizado por
Gomes y col., indica que algunas porfirinas presentan alta fotoestabilidad y muy buena
generacion de 10,, siendo por lo tanto eficientes Fs para su aplicacion en TFDA 8.

En este contexto numerosos autores sugieren que es relevante determinar la fotoestabilidad
de nuevos farmacos ya que se relaciona fuertemente con la eficacia fotodindmica 165569,
Ademas los estudios de la estabilidad fotoquimica de MB y nuevos derivados de este
precursor, indican que aquellos compuestos mas inestables presentan una menor
fototoxicidad ©°.

Antecedentes previos sefialan que los Fs fenotiazinicos son estables fotoquimicamente en
condiciones fisioldgicas “®! por lo cual en este trabajo de Tesis se evalud la estabilidad

fotoquimica de TBO y los derivados dibromados, TBOBr; y AzCBr; (seccion 3.3.1).

3.3.1. Materiales y métodos

La estabilidad fotoquimica de TBO, TBOBr, y AzCBr, se determiné empleando un
espectrofotémetro Shimadzu UV-Visible 160A y una celda de cuarzo de 1 cm de paso 6ptico
(Sigma) 6293, Los Fs se evaluaron a una concentraciéon aproximada de 10> M en solucién
fisiologica:DMF (80:20 v/v). El empleo de DMF como cosolvente es debido a la baja solubilidad
acuosa de los derivados dibromados y la solucidn fisioldgica de NaCl 0,9 % presenta la misma

osmolaridad que los fluidos corporales 23. Las muestras se irradiaron a temperatura ambiente
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con una ldmpara LED Parathom® (5 W - OSRAM) que presenta un rango de emision en la

region visible del espectro electromagnético (luz blanca fria). La intensidad de irradiacién, a 5
cm de distancia, fue de 8,4 mW/cm? por un periodo de 150 min. La dosis total de luz
determinada por la intensidad de la lampara, la distancia de irradiacion y el tiempo de
exposicidn fue de 75,6 J/cm? ®4, Los ensayos se desarrollaron por duplicado y los resultados se

procesaron aplicando el programa OriginPro 8 SRO.

3.3.2. Resultados y discusion

La representacion grafica de la absorbancia en funcién del tiempo de irradiacién permitioé
determinar que TBO, TBOBr; y AzCBr; son fotoestables en las condiciones ensayadas (Figura
3.3.1). El andlisis de los resultados obtenidos indica que la incorporacién de dos atomos de
bromo en las estructuras de TBO y AzC no influyd en la estabilidad fotoquimica de esta familia
de compuestos (Figura 3.3.1 A, By C).

Algunos estudios relacionados a la fotoestabilidad de los Fs fenotiazinicos sefialan algunas
discrepancias que es oportuno destacar. El trabajo publicado por Felgentrager y col., indica
gue MB es estable fotoquimicamente cuando se compara con una serie de nuevos derivados
60, Por otra parte nuestro grupo de investigacion demostré que el compuesto monobromado
de AzB (AzBBr) es mas fotoinestable que su precursor en las condiciones experimentales antes
descriptas 1. También se estudid la fotoestabilidad de Th y su derivado dibromado, indicando
que éste presenta mayor estabilidad fotoquimica que su reactivo de partida 2. Los resultados
obtenidos en el desarrollo de esta Tesis Doctoral evidenciaron que TBOBr; y AzCBr; son
estables fotoquimicamente.

Los antecedentes bibliograficos sefialan que los derivados dibromados de otras familias de
compuestos, tales como BODIPYs y aza-BODIPYs, presentan fotoestabilidad aun en diferentes
condiciones experimentales de irradiacion (tiempo y fuentes de luz), solventes (metanol,
etanol, acetonitrilo y tetrahidrofurano entre otros) y soluciones acuosas %°°,

Por lo expuesto, los resultados obtenidos para TBOBr; y AzCBr, son promisorios para su

potencial aplicacién en TFD y TFDA.
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Figura 3.3.1: Representacion grdfica de absorbancia en funcion del tiempo de irradiacion. (A)

TBO, (B) TBOBr y (C) AzCBr>.

3.4. PRODUCCION DE OXIiGENO SINGLETE

El primer estado electréonicamente excitado del oxigeno molecular (O,2) denominado oxigeno

singlete (103) es la principal especie citotdxica generada en la TFD y TFDA ¢7.
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La TFDA es en la actualidad un proceso eficaz frente a diferentes microorganismos tales como
virus, bacterias, protozoos y hongos. El 0, constituye una especie altamente tdxica que
produce dafo en la célula microbiana atacando los lipidos de la membrana, proteinas, acidos
nucleicos y otros componentes celulares .

La muerte microbiana y el dafio celular se produce a través de tres mecanismos: inactivacion
de enzimas y proteinas esenciales, dafio en el ADN y deterioro de la membrana celular.
También se incluyen entre otros el entrecruzamiento entre proteinas, un importante dano
oxidativo de los acidos nucleicos y la oxidacidon de los lipidos de membrana y aminoacidos con
la subsiguiente alteracién del normal funcionamiento del metabolismo del patégeno ©°.

El 10, cataliza una serie de reacciones quimicas en cadena que derivan en la disrupcién de la
membrana plasmatica, alteraciones en las proteinas y el material genético de las células
microbianas a través de una via oxidativa no tdxica para el huésped. Esto es consecuencia de
los mecanismos mds complejos de proteccién desarrollados por las células eucariotas. Los
organismos constituidos por éstas han generado un sistema enddgeno, enzimdtico y no
enzimatico, que evita el dafio oxidativo producido por diferentes EROs en respuesta al proceso
de respiracién aerdbica 7°.

La TFD aplicada a patologias oncolégicas y no oncoldgicas se caracteriza por la selectividad del
Fs frente a las células malignas como se expuso en el capitulo 1 seccion 1.3. Al irradiar solo |a
zona a tratar se produce la activacion del Fs con la consecuente formacion de diferentes EROs
(*O; o radicales libres), responsables de la destruccion celular y tejidos tumorales 7.

El '0; es una de las especies mas relevantes bioldgicamente capaz de reaccionar de manera
eficaz con los componentes celulares. La mayoria de las biomoléculas presentan elementos
insaturados en su estructura que son excelentes sustratos para el 0,. Tal es el caso de la
guanina (base nitrogenada presente en el ADN), acidos grasos poliinsaturados, colesterol
(lipidos de la membrana plasmatica) y numerosos aminoacidos incluido el triptdfano, tirosina,
histidina, metionina y cisteina (componentes estructurales de las proteinas). La interaccién
entre el 10, y estos componentes celulares genera una importante oxidacion de los acidos
nucleicos, lipidos insaturados de membrana y/o proteinas 72.

Antecedentes bibliograficos recientes indican que el dafio oxidativo a nivel del ADN causado
por la aplicacion de la TFD involucra principalmente la reaccién entre el 0, y la base

nitrogenada guanina, la cual presenta el menor potencial de oxidacién. Esta reacciéon conduce
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a la formacion de varios intermediarios entre los que se destaca 8-oxo-7,8-dihidroguanina, el
cual se incorpora al ADN pudiendo alterar la replicacion del mismo 7374,

La reaccidn de 10, con lipidos insaturados presentes en la membrana plasmatica, conlleva a
la formacién de hidroperdxidos lipidicos (reacciones eno) que podrian generar consecuencias
severas. Estos son inestables y desencadenan reacciones de peroxidacién en cadena, cuya
formacidn en el interior de la bicapa lipidica altera la estructura y funciéon de las membranas
conduciendo a la lesion y muerte celular 7>77,

Por otra parte los aminodcidos triptéfano, tirosina, histidina, metionina, cisteina y cistina
presentes en diferentes proteinas se oxidan significativamente en presencia de 0, a pH
fisioldgico dando origen a diferentes hidroperdxidos y endoperdxidos 127678

Todos los mecanismos antes mencionados indican que el estrés oxidativo causado por el
tratamiento fotodindmico puede ocasionar una alteraciéon en la permeabilidad de las
membranas celulares, causar dafio e inestabilidad a nivel genédmico, disminuir la actividad de
ciertas enzimas y generar proteinas mas susceptibles a la degradacién proteolitica. Estas
alteraciones afectan al metabolismo celular e inducen a la muerte por apoptosis o necrosis ’°.
La interpretacion cuantitativa del efecto fotodindamico en los sistemas bioldgicos y la accion
antimicrobiana de los Fs requieren la determinacién del rendimiento cuantico de formacién
de oxigeno singlete (¢a) 2. Esta propiedad involucra la eficiencia del Fs frente a un impacto
luminico para transformar el O, (estado fundamental) en 10, 8.

El valor de pade un Fs se evalia de modo directo mediante la determinacién por luminiscencia
del 0, generado, midiendo la fosforescencia resuelta en el tiempo a 1270 nm. Las
metodologias indirectas se basan en una reaccidon quimica que se desarrolla entre el 10,y una
molécula que actia como atrapador quimico del 10,. Esta produce la descomposicién del
sustrato quimico que se evalda mediante diferentes metodologias tales como RMN,
espectrofotometria de absorcion UV-Visible o fluorescencia. La disminucion de la
concentracién del atrapador quimico esta directamente relacionada con la cantidad de 10,.
Los compuestos mas utilizados como atrapadores del 0, son: 1,3-difenilisobenzofurano,
triptéfano, 9,10-dimetilantraceno (DMA), 4cido 9,10-antracenodipropidnico y 4cido
dimalénico de 9,10-dimetilantraceno (ABDA, por sus siglas en inglés), entre otros 82784,

La determinacidn del valor de ¢a de los nuevos Fs se desarrollé aplicando las metodologias

descriptas en 3.4.1y 3.4.2.
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3.4.1. Metodologia directa: Luminiscencia del oxigeno singlete

3.4.1.1. Materiales y métodos

Este ensayo se desarrolld en un equipo de laser flash fotdlisis y los valores de ¢a se
determinaron mediante el andlisis de fosforescencia a tiempo cero, con posterioridad a la
excitacion de los Fs, aplicando diferentes intensidades de irradiacion. Se prepararon
soluciones de los fotosensibilizadores TBO, TBOBr, y AzCBr, en DMF (solvente
monomerizante) con valores de absorbancia proximos a 0,3 (Amax= 532 nm). La eleccidon del
solvente se sustenta en antecedentes bibliograficos que indican que la especie monomérica
de los Fs tiazinicos presentarian un mayor valor de ¢a en comparacién con sus respectivas
especies agregadas (dimeros, trimeros y agregados de orden superior) 878, La evaluacion
correspondiente a los agregados se realizd en agua deuterada (D;0), la cual aumenta el
tiempo de vida del 10, facilitando la deteccion 2.

Los ensayos de agregacion relativos a los nuevos Fs se presentan en el capitulo 4, seccién 4.3.1.
Todas las determinaciones se realizaron empleando Rosa de Bengala (RB) como referencia,
cuyo maximo de absorcion a 562 nm es comparable a la longitud de onda atribuible a las
especies monomeéricas de los Fs tiazinicos .

Las soluciones se prepararon a la concentracion de los agentes Fs correspondientes a un valor
de absorbancia = 0,3 a la longitud de onda de excitacién. Las muestras se irradiaron a 532 nm
con pulsos de 18 ns utilizando un laser de Nd: YAG (Spectron Laser SL400). La luz emitida por
el laser se filtré apropiadamente a fin de variar la energia de irradiacidon que es proporcional
a la transmitancia porcentual (T%) del filtro utilizado. La emisién fosforescente del 'O,
generado se detectd a 1270 nm con posterioridad a los 4-6 us del impulso laser utilizando un
detector de germanio amplificado (Judson J16/8SP). La salida del detector se acopldé a un
osciloscopio digital y a una computadora que permitio realizar el procesamiento de datos. Se
promediaron las sefiales de 10 pulsos del laser y la traza obtenida se ajusté a una funcion
monoexponencial de tiempo caracterizado por el valor de ¢a.

La representacién grafica de la intensidad de la fosforescencia de 0, a tiempo cero (lo) en
funcion de la T% permitié determinar la pendiente (p) correspondiente a cada uno de los

compuestos ensayados (Ecuacidn 3.4.1). Aplicando la Ecuacién 3.4.2 se calculé el valor de ¢a
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comparando las (p) obtenidas para los Fs, la referencia (RB) y los valores de absorbancia a la

Amax (Aa) correspondientes. Los datos se procesaron utilizando el programa OriginPro 8 SRO.

Re Re
% fpSens Al f

Ecuacion 3.4.2
S
pRef Alens

Iy,=pT% Ecuaciéon 3.4.1 Sens

3.4.1.2. Resultados y discusion

La produccién de 10, de TBO, TBOBr,, AzCBr; y RB se evalud mediante luminiscencia en DMF
y D,0. Los resultados obtenidos en DMF para las especies monoméricas de los nuevos Fs
indicaron una importante dispersion (Figura 3.4.1), que se representa en los valores de

coeficiente de correlacidn (r?) obtenidos en el ajuste lineal de los datos.
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2
0,03 Fs P r
RB 0,0023 0,93
o 0,02 - TBO 0,0025 0,90
TBOBr, 0,0016 0,63
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AzCBr, 0,0021 0,92
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T%
Figura 3.4.1: Grdfico de lo en funcion de % de transmitancia correspondiente a la referencia y

los nuevos Fs.

Los espectros de fosforescencia obtenidos en DMF para RB, TBO y TBOBr; a una energia de
irradiacién (E) equivalente a 7,4 %, 12,3 % y 7,4 % de transmitancia respectivamente, se
muestran en la Figura 3.4.2. La representacién grafica de fosforescencia de 0, resuelta en el
tiempo para la referencia RB, muestra un tiempo de vida del 1O, (t) de 10 ps (Figura 3.4.2 A)
consistente con el informado en bibliografia °®2. Los resultados correspondientes a TBO y

TBOBr; indicaron en ambos casos, un T menor a 6 us (Figuras 3.4.2 B y C). Estas
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determinaciones estan en el limite de deteccion del sistema y explican la dispersién que se
observa en la Figura 3.4.1. Las condiciones experimentales evaluadas y la metodologia

aplicada no permitieron calcular el valor de ¢a de los nuevos Fs.
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Figura 3.4.2: Espectros de fosforescencia de 10, en DMF resuelta en el tiempo para (A) RB,

(B) TBO y (C) TBOBF-.

Numerosas referencias bibliograficas sefialan una interaccién entre el 10,y un compuesto
desactivante o quencher que conduce a la formacién de un complejo excitado, denominado
exciplejo, el cual se desactiva mediante distintos procedimientos que involucran transferencia
de energia o reacciones quimicas %%,

Los mecanismos que implican transferencia de energia se denominan desactivacion fisica y se

caracterizan por la formacién de un complejo o exciplejo entre el 'O, en el estado triplete
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excitado y el compuesto desactivante en el estado fundamental. La desactivacion por
quenchers fisicos no genera nuevos productos de reaccidn >,

Por otra parte el mecanismo correspondiente a la reaccidon quimica entre el quenchery el 10,
es conocido como desactivaciéon quimica. Generalmente en estos casos la molécula
desactivante se oxida dando origen a diferentes productos de degradacion °7%,

Numerosas publicaciones cientificas indican que aminas alifaticas y aromaticas, hidrazinas,
fenoles, metoxibencenos y numerosos compuestos bioldgicos (vitamina E, porfirinas,
ascorbato y aminodcidos) actian como desactivantes fisicos del 'O, mediado por la
transferencia reversible de carga que involucra la formacién de un exciplejo con transferencia

parcial de electrones (Figura 3.4.3) 96:99-103,

R R1\ R
6- o+
0, + /N—R2 — | 10, ————/—N—R2 —> 30, + /N—R2
Rs Rs Rj

Figura 3.4.3: Esquema representativo de la desactivacion fisica del 10, por aminas,

mediante la transferencia parcial de electrones (formacidn de un exciplejo).

Las aminas primarias y derivados de anilinas son efectivos inhibidores fisicos del 0, %1%, Los
Fs tiazinicos y los nuevos derivados dibromados presentan en sus estructuras quimicas estos
grupos quimicos (Figura 3.4.4), por lo cual podrian actuar tanto como Fs y desactivantes fisicos

del 10, 1% impidiendo la determinacion del valor de ¢a.

"~
) )
) |

Figura 3.4.4: Estructura quimica de toluidine blue O.

Ademas cabe agregar que los ensayos desarrollados en D,O donde predominan las especies
agregadas correspondientes a los Fs dibromados, indicaron severos problemas de solubilidad
imposibilitando la reproducibilidad del ensayo y en consecuencia la determinacién del valor

de ¢A-
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Por lo expuesto, se procedidé a aplicar metodologias indirectas para la evaluacion de la

produccion de 'O, de TBOBr, y AzCBr;.

3.4.2. Metodologias indirectas: Fotooxidacion de acido dimaldnico de 9,10-

dimetilantraceno y 9,10-dimetilantraceno

3.4.2.1. Materiales y métodos

Las metodologias indirectas aplicables a la determinacidon del valor de ¢a requirieron la
preparacion de soluciones de TBO, TBOBr; y AzCBr; en agua Milli-Q y el atrapador quimico de
10, denominado &acido dimaldnico de 9,10-dimetilantraceno (ABDA, por sus siglas en inglés).
También fue necesario disolver los Fs en DMF y DMF:acido acético glacial (DMF:HAc)
empleando en este caso 9,10-dimetilantraceno (DMA, por sus siglas en inglés) como atrapador
del 10, en solvente orgénico. El empleo de ABDA y DMA (Figura 3.4.5) se corresponde con la
mayor solubilidad de cada atrapador de 'O, en los medios evaluados. Las soluciones de los Fs,
ABDA y DMA se prepararon a valores de concentracion correspondientes a absorbancias de

0,2; 0,3 y 0,6 respectivamente (a la Amax) 2%, La irradiacién se realizd con una ldmpara Led
Osram Parathom® de 5 W por un tiempo total de 360 segundos a una distancia de 5 cm de la

muestra (Dosis de Luz= 8,4 mW/cm?). El decaimiento en los valores de absorbancia de ABDA
y DMA a 379 nm se determind en un espectrofotometro Shimadzu UV-Visible 160A a
intervalos de 30y 60 segundos. Las constantes de velocidad observadas (Kobs) se determinaron
mediante el ajuste lineal de la representacion gréfica del Ln (Ao/ At) en funcion del tiempo de
irradiacion. Los valores de Ao y A: corresponden a los valores de absorbancia de ABDA o DMA
a tiempo cero y diferentes de cero.

El valor de ¢aen soluciones acuosas y solventes organicos se determiné aplicando la Ecuacién
3.4.3, siendo Abso la absorbancia inicial a la Amax correspondiente a cada compuesto, Ref la
referencia (TBO) y Fs el fotosensibilizador a evaluar. Los ensayos se realizaron por duplicado y
los datos fueron procesados con el programa OriginPro 8 SRO (OriginLab Corporation). Como
etapa previa se corroboré que los Fs, ABDA y DMA no presentaran fotodescomposicién en las

condiciones del disefio experimental.
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Figura 3.4.5: Estructuras quimicas de los atrapadores de 10,: A) ABDA y B) DMA.
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3.4.2.2. Resultados y discusion

3.4.2.2.1. Fotooxidacion de dcido dimalénico de 9,10-dimetilantraceno en N,N-

dimetilformamida
La determinacién de los valores de ¢a en soluciones acuosas correspondientes a los Fs

evaluados se muestran en la Tabla 3.4.1. A la referencia TBO se le asignd de manera arbitraria

el valor de ¢a = 1,00 a fin de permitir las comparaciones pertinentes.

Tabla 3.4.1: Ensayo de fotodescomposicion de ABDA en agua.

Fs Abs,fs Kobs (x104; s72) da
TBO 0,175%0,003 14,4+1,4 1,00
TBOBr, 0,20+0,01 1,2+0,5 0,08+0,03
AzCBr, 0,203+0,005 2,510,2 0,15%0,02

Los resultados obtenidos indican que en las condiciones ensayadas los nuevos Fs dibromados
no son mejores productores de 10, que TBO. Los espectros de absorciéon de TBO y TBOBr; en

agua y en soluciones acuosas de ABDA se muestran en la Figura 3.4.6. Se observan cambios
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en las curvas espectrales de los Fs con un desplazamiento de la longitud de onda de maxima

absorcién de 3 nm para TBO (Figura 3.4.6 Ay B) y de 33 nm para los derivados dibromados de

TBO (Figura 3.4.6 Cy D) y AzC (Figura 3.4.6 Ey F).
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Figura 3.4.6: Espectros de absorcion de TBO, TBOBr, y AzCBr, en agua (A, Cy E) y en

solucion acuosa de ABDA (B, Dy F).
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Los estudios realizados por Lei W. y col., indican que ABDA en soluciones acuosas neutras estd
totalmente desprotonado (presenta 4 cargas negativas en su estructura) y formaria un
complejo (Figura 3.4.7) por atraccion electrostdtica e interacciones m-t con Coralyne, que
presenta carga positiva y una estructura aromadtica plana (semejante a los compuestos
tiazinicos) 197,

Los trabajos cientificos publicados por Wu H. y col. y Martinez G.R. y col., proponen que los
atrapadores de 0 anidnicos y solubles en agua, interaccionan con MB que presenta una

estructura fenotiazinica al igual que TBO, TBOBr; y AzCBr, 108109,

) A
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., N
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_ : -“ :

Figura 3.4.7: Interaccion entre ABDA y Coralyne propuesto por Lei W. y col.

Por otra parte los autores Nardello V. y col. demostraron que los atrapadores anidnicos tipicos
como difenilantraceno-2,3,6,7-tetracarboxilato de potasio (DPATC) y difenilantraceno-2,7-
disulfonato de sodio (DPADS) interaccionan con MB modificando la curva espectral y por
consiguiente la eficiencia del Fs 1°, En la Figura 3.4.8 se muestran las curvas espectrales
correspondientes a MB con el agregado de atrapadores anidnicos del 10, tales como DPATCy

DPADS, observando en todos los casos un cambio en la longitud de onda de maxima absorcion.
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Figura 3.4.8: Espectros UV-Visible en H,0 Nardello y col. a) MB 3x10 > M; b) MB en presencia
de DPATC 1x10 2 M y ¢) MB en presencia de DPADS 1x10 2 M.

La bibliografia respaldatoria permitié inferir que en las condiciones experimentales ensayadas,
los nuevos Fs tiazinicos catidnicos podrian formar un complejo con ABDA mediante
atracciones electrostaticas e interacciones m-n. Esto se evidencié en las curvas espectrales

registradas tanto en agua como en solucién acuosa de ABDA (Figura 3.4.6).
3.4.2.2.2. Fotooxidacion de 9,10-dimetilantraceno en N,N-dimetilformamida

Antecedentes bibliograficos indican que los mondmeros de diferentes Fs son mas fotoactivos
que los respectivos agregados %112 por lo cual la produccién de 0, de las especies
monoméricas de TBO, TBOBr; y AzCBr;, se determind en DMF (solvente monomerizante) 13-
115, Los resultados obtenidos que se muestran en la Tabla 3.4.2 evidencian una disminucién

en los valores de ¢ade los nuevos derivados dibromados con relacién a TBO.

Tabla 3.4.2: Fotodescomposicion de DMA en DMF.

Fs Abs,s Kobs (x10%; s7) da
TBO 0,200+0,003 22,312,0 1,00
TBOBr, 0,202+0,002 2,1+0,1 0,095%0,002
AzCBr, 0,305%0,004 1,33+0,02 0,039+0,003
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El andlisis de las curvas espectrales (Figura 3.4.9) muestra que en DMF, TBO presenta dos
bandas de absorcion mientras que TBOBr, y AzCBr; una Unica banda, a 484 nm y 504 nm

respectivamente.

= TBO Comercial, A= 514 nm y A= 637 nm
049 — TBOBr,, A=484 nm

AzCBrZ, A=504 nm

Absorbancia (Abs)
o
N

0,0 4

T T T T T T T T T T T T T T T 1
400 450 500 550 600 650 700 750 800
Longitud de Onda (nm)

Figura 3.4.9: Espectros de absorcion UV-Visible de TBO, TBOBr;y AzCBr; en DMF.

Los resultados obtenidos indican que TBO en DMF presenta un equilibrio entre las especies
monomeérica y agregada, en tanto que los nuevos derivados dibromados estarian presentes
solo como mondmeros. Los valores de ¢a determinados sefialan que las especies
monoméricas podrian interactuar con DMA, disminuyendo su fotodegradacién y en
consecuencia el valor de ¢a de los nuevos compuestos &°. De lo expuesto se desprende la
necesidad de un disefio experimental que permita, para todos los Fs, la presencia de una Unica
especie con el objetivo de realizar una correcta comparacion y evitar la potencial interaccién

con DMA.

3.4.2.2.3. Fotooxidacion de 9,10-dimetilantraceno en N,N-dimetilformamida con adacido

acético

En este caso los Fs se evaluaron en DMF con el agregado de acido acético (DMF-HAc) a fin de
desplazar el equilibrio hacia una Unica especie agregada lo que se evidencié por

espectrofotometria UV-Visible (Figura 3.4.10).
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Figura 3.4.10: Espectros de Absorcion UV-Visible de TBO, TBOBr; y AzCBr; en DMF-HAC.

Las evaluaciones en DMF-HAc demostraron que la Unica especie preponderante
corresponderia a la forma agregada de los Fs, determinando que los derivados dibromados
TBOBr, y AzCBr; presentaron valores de ¢a comparables o superiores a TBO.

Los valores de ¢a obtenidos en estas condiciones experimentales se muestran en la Tabla
3.4.3. Se observo que AzCBr, presenté una mayor produccién de 0, en comparacion con la

referencia TBO.

Tabla 3.4.3: Fotodescomposicion de DMA en DMF-HAc.

Fs Abs,fs Kops (Xx103; s1) da
TBO 0,20+0,01 3,2+0,2 1,00
TBOBr, 0,208+0,001 2,710,4 0,81+0,10
AzCBr, 0,30+0,02 7,510,5 1,562+0,001

Los resultados obtenidos para la fotodescomposicion de DMA, correspondientes a los Fs
dibromados en DMF-HAc podria explicarse por “efecto del atomo pesado” ya que la
introduccion de halégenos, genera un incremento de las transiciones del estado singlete
excitado al estado triplete excitado (cruce entre sistemas) y en consecuencia, en la produccién

de lo2 116-118
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Estos resultados se corresponden con lo observado por Vara J. y col. para los derivados AzB y
AzBBr aplicando la metodologia indirecta (fotodescomposicion de DMA) y directa
(luminiscencia de '03). Los autores sefialan un valor de ¢a significativamente menor en
presencia de los mondmeros, lo cual se sustenta en que el estado excitado de los Fs
interacciona con DMA disminuyendo la fotodegradacién. Esta interaccion con el atrapador de

10, no se observa con el predominio de las especies agregadas .

3.5. CONCLUSIONES PARCIALES

La evaluacidn de las propiedades fisicoquimicas y fotoquimicas de TBO, TBOBr, y AzCBr; de
relevancia bioldgica y farmacéutica, permitieron inferir la eficacia de estos compuestos como
potenciales Fs.

La determinacidn del pK, correspondiente a TBOBr; y AzCBr, demostré que la introducciéon de
atomos de bromo produce una disminucidon de hasta cuatro unidades con relacién a los
respectivos precursores. Estos resultados sefialan que en medios fisioldgicos los nuevos
derivados estarian presentes como una combinacion de especies neutras y catidnicas,
permitiendo la incorporacion y acumulacién en diferentes células blanco.

Con relacién a la estabilidad fotoquimica, se demostré que la incorporacion de dtomos de
bromo en las moléculas de TBO y AzC no influyd en la fotoestabilidad de los nuevos agentes
terapéuticos. Antecedentes bibliograficos indican una importante correlacién entre Fs
fotoestables y eficacia fotodinamica. Los agentes fototerapéuticos que presentan una optima
estabilidad fotoquimica, generalmente son buenos productores de EROs y por lo tanto
responsables del dafio celular en TFD y TFDA 119120,

En las condiciones experimentales ensayadas (fotodescomposicion de ABDA en medio acuoso)
los Fs tiazinicos catiénicos formarian un complejo con ABDA mediante interacciones
electrostaticas y n-m, lo cual imposibilitd una determinacion confiable del ¢a. En tal sentido,
los ensayos realizados en DMF-HACc, revelaron la presencia de una Unica especie agregada para
TBOBr; y AzCBr; presentando ¢a comparables o significativamente superiores a TBO, lo cual

es un resultado promisorio para futuras aplicaciones en TFD y TFDA.
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ESTUDIOS DE AGREGACION

4.1. INTRODUCCION

La agregacién que experimentan los compuestos quimicos implica la asociaciéon entre
moléculas individuales (mondmeros), cuyo ensamble, conduce a la formacidon de dimeros y
agregados de orden superior. Estos eventos tienen lugar cuando las interacciones
intermoleculares son energéticamente mas favorables que aquellas entre las moléculas del
compuesto y el solvente. Este fendmeno puede involucrar la interaccién entre dos o mas
moléculas de diferentes sustratos (hetero-agregacion), no obstante la mayoria de los ejemplos
estudiados implican la autoagregacién 1.

La teoria del excitén molecular relativa al acoplamiento dipolo-dipolo es una de las
herramientas que permite explicar la formacién de los diferentes tipos de agregados
moleculares. Segln este modelo los agregados paralelos (agregados H) exhiben una banda de
absorcién a longitudes de onda mas cortas que sus mondmeros, mientras que los agregados
de cabeza-cola (agregados J) presentan una banda de absorcion a longitudes de onda mayores

en relacién con la especie monomérica (Figura 4.1) 7.

AGREGADOSH MONOMEROS AGREGADOS J

Absorbancia

Longitud de onda

Figura 4.1: Formacion de diferentes tipos de agregados moleculares.
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Las moléculas agregadas se mantienen unidas por fuerzas de interaccidn débiles que pueden
incluir enlaces de hidrégeno, fuerzas de Van der Waals e interacciones mn-m, electrostaticas o
hidrofébicas dependiendo de las caracteristicas estructurales de las mismas >®.

La asociacién molecular puede ser fuertemente afectada por varios pardmetros tales como la
estructura y concentracién del compuesto, temperatura, fuerza idnica y naturaleza del
solvente (orgénico, acuoso o mezclas de ambos) 72.

Con relacion a la estructura quimica es importante destacar que el fendmeno de agregacién
estd asociado a la planaridad molecular. Claramente, cuanto mayor es ésta, mas favorecidas
estdn las interacciones de diferentes tipos las cuales provocan un aumento de la agregacién
9,10_

Los Fs fenotiazinicos son moléculas catidnicas compuestas por un sistema aromatico triciclico
plano que actiia como cromdéforo 11713, Los Fs TBO, TBOBr;, y AzCBr; pertenecen a esta familia
siendo importante evaluar el fendmeno de agregacion. Este tiende a aumentar con el
incremento de la fuerza idnica del medio o la concentracion del compuesto . Por otro lado,
el mismo disminuye con el aumento de la temperatura o la adicidn de solventes organicos
81516 Ademads, grupos del tipo sulfonato en la estructura del compuesto pueden disminuir la
agregacion, en tanto que las cadenas alquilicas producen un aumento debido al incremento
de las interacciones hidrofébicas en solucién &7,

El disefio de Fs que presenten un reducido comportamiento de agregacion se logra mediante
la inclusion de grupos quimicos voluminosos y/o cargados causando una mayor repulsién
intermolecular.

Las moléculas que conforman el agregado no son impactadas por la luz incidente por lo tanto,
la fotosensibilizacion es solo posible en la superficie siendo menor la transferencia de energia
al oxigeno &1,

Por otro lado se podria esperar que las especies monoméricas, a diferencia de los agregados,
interaccionen con las biomoléculas (acidos nucleicos, proteinas, entre otras) de forma mas
efectiva como consecuencia del menor volumen que presentan 2°-22,

En TFD y TFDA se requiere una concentracion adecuada del Fs en el sitio de accién para
producir dafio a nivel celular. La formacién de agregados podria alterar significativamente la

actividad biolégica siendo las especies monoméricas méas fotoactivas &23. La presencia de los

agregados juega un papel importante en procesos quimicos y bioldgicos.

128



Tesis de Doctorado - Farm. Cinthia Soledad Haniewicz

La agregacion de compuestos fenotiazinicos es un fendmeno conocido y numerosos
investigadores han reportado datos espectrales, en particular de MB en solucién acuosa 2472,
Los antecedentes bibliograficos sugieren para los derivados fenotiazinicos, la formacion de
dimeros y agregados de orden superior %2728,

Numerosos reportes indican que la presencia de agregados en diferentes medios produce
cambios significativos en los espectros de absorcidn y de emisidon, impactando en la respuesta
fotoquimica, ya que este fendmeno provoca una disminucidn en los rendimientos cuanticos
de formacion de los estados excitados y en consecuencia una menor generacién de las
diferentes EROs 2°-32,

Se ha encontrado que estudios de agregacion relativos a compuestos fenotiazinicos,
principalmente Th y MB, indican que los resultados obtenidos pueden ser inconsistentes y
contradictorios 7. Por ejemplo, el maximo de absorcién en solucién acuosa para la especie
monomérica de MB y Th se asignan a A= 664 nm y A= 600 nm respectivamente. Estos ensayos
destacan que la forma monomérica estd presente en soluciones acuosas a altas
concentraciones del Fs 3334 Otros investigadores sefialan que la agregacion esta favorecida
en medios acuosos ya que los Fs tiazinicos evidencian este fendmeno principalmente debido
al caracter hidrofdbico de la estructura molecular #3>3%, En nuestro grupo de investigacién se
corrobord el Ultimo comportamiento descripto a partir de diferentes estudios de agregacién
realizados en distintos medios ©.

Por otra parte, en la actualidad se dispone de informacién relativa a la agregacién de
compuestos fenotiazinicos en solventes monomerizantes y a bajas concentraciones del Fs.
Estos estudios permitieron identificar inequivocamente a la especie monomérica de Th, MB,
AzB y de otras familias de Fs como azinas, oxazinas y oxazonas %3037,

Teniendo presente la importancia del estado de agregacion de los Fs para su aplicacion en TFD
y TFDA, se desarrollaron estudios de agregacién de TBO, TBOBr, y AzCBr; en diferentes medios

y en funcién de la concentracién de Fs con el objetivo de identificar las especies

predominantes.

4.2. MATERIALES Y METODOS

TBO (Certificado Aldrich, N2 CAS: 92-31-9, Lote 19804BA-472) se utilizé sin purificacion previa,

mientras que TBOBr; y AzCBr; fueron sintetizados y purificados mediante las metodologias
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antes descriptas (capitulo 2, seccion 2.3). La pureza de estos Fs fue corroborada por HPLC
utilizando un cromatdégrafo liquido Agilent 1100 Series, una columna Phenomenex Gemini C18
110A de fase reversa (25 cm de longitud y 5 um de tamafio de particula) y como FM
MeOH:TEAP 83 mM 60:40 v/v. Se inyectaron volimenes de muestra de 20 uL a 252C y una
velocidad de flujo de 0,8 mL/min. La adquisicién de los datos cromatograficos se realizd
mediante el software Agilent ChemStation (Rev. B.03.01).

Los estudios de agregacion se desarrollaron en N,N-dimetilformamida (DMF), metanol
(MeOH) y etanol (EtOH) de grado Pro-Analisis (Cicarelli, Sintorgan, Anedra y BioPack). Se
utilizé6 agua ultrapura del sistema de purificacion de agua Milli-Q (Millipore Corporation,
EEUU) para la preparacion de las soluciones acuosas y las mezclas DMF:H,0 y EtOH:H,0.

A partir de la solucién madre correspondiente a cada Fs (0,4 mg/2 mL), se prepararon
diferentes diluciones para obtener concentraciones en el rango de 1,31 uM-59,0 uM para TBO
y 4,65 uM-233 uM para TBOBr,. También se analizé el comportamiento en mezclas DMF:H,0
y EtOH:H,0 a una concentracion fija de Fs (TBO= 1,31 x10> M; TBOBr,= 4,67 x10> M y AzCBr,=
1,99 x10* M) en proporciones de 0 % a 85 % H,0. Todos los ensayos se realizaron por
duplicado empleando un espectrofotémetro Varian Cary 50. Las curvas espectrales se

analizaron utilizando el programa OriginPro 8 SRO (OriginLab Corporation).

4.3. RESULTADOS Y DISCUSION

4.3.1. Evaluacién de TBO y TBOBr; en N,N-dimetilformamida

Los espectros de absorcién correspondientes a diferentes concentraciones de TBO en DMF
(Figura 4.2.A) presentan dos bandas a 514 nm y 637 nm. Los datos bibliograficos indican que
las especies monoméricas de estos compuestos absorben aproximadamente a 500 nm, lo cual
permite sefialar que la banda a 514 nm corresponderia a la especie monomérica de TBO ©. Por
otra parte, los mondmeros de otras familias de Fs tales como azinas y oxazinas presentan
maximos de absorcion entre 470-480 nm 3237, También es ampliamente conocido que DMF es
un solvente que favorece la presencia de las especies monoméricas 341,

El analisis del espectro de absorciéon normalizado de TBO (Figura 4.2.B) permite observar un
equilibrio entre mondmeros y agregados con el incremento de la banda a 637 nm en funcién

de la concentracion del Fs, la cual corresponderia a la especie agregada. Por lo expuesto es
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importante destacar que a bajas concentraciones predomina la especie monomérica y a

concentraciones superiores a 20 uM, la forma agregada.

Ao A ..=637nm 6,55 uM B 161 — 6,55 uM
1.4 max — 13,1 M 14 — 13,1 uM
— 19,7 uM — 19,7 UM
121 —262M 121 ——262,M
—328M g Max=514nm A, ,,=637nm —328,m
© 1,04 e 39,3 UM ﬁ 1,0 1 s e 39,3 UM
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Figura 4.2: (A) Espectros de absorcion de TBO en DMF en funcion de la concentracion (6,55
uM-59,0 uM). (B) Espectros de absorcion normalizados a las longitudes de onda de mdxima

absorcion.

Las especies monomeéricas estan presentes cuando las fuerzas que favorecen la solvatacién
son mas intensas que las interacciones Fs-Fs 842, La estructura de TBO presenta un grupo
amino primario cuyos atomos de hidrégeno podrian interactuar con las moléculas del
disolvente, DMF en este caso #*7*°, Esta experiencia permitid identificar la banda atribuible a
la forma monomérica del Fs (Amax= 514 nm).

Algunos estudios referidos al comportamiento de TBO asignan la banda de absorcién a 631
nm como correspondiente a la especie monomérica 2%%’>!, Sin embargo, en estas
investigaciones TBO no fue evaluado en solventes monomerizantes, tales como DMF y DMSO
y en todos los casos se ensayaron concentraciones del Fs mayores a las estudiadas en esta
Tesis Doctoral. Los estudios se desarrollaron en soluciones acuosas de polielectrélitos °2,
surfactantes #8°05153 biopolimeros %, albumina sérica humana #’, materia organica natural #°,
suspensiones bacterianas ¢ y encapsulado en nanoparticulas *°. Por lo expuesto, el andlisis de
TBO a diferentes concentraciones del Fs en un solvente monomerizante, en este caso DMF,
permitio identificar la banda de absorcidn atribuible a la especie monomérica a 514 nmy la

correspondiente al agregado a 637 nm.
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Por otra parte, los espectros de absorcién de TBOBr, en DMF en funcidon de la concentracion
(Figura 4.3.A) evidencian una Unica banda a 485 nm asignada a la especie monomérica.

Los espectros de absorcidon normalizados a la longitud de onda de maxima absorcion (Figura
4.3.B) permiten corroborar la presencia del mondmero observando a todas las

concentraciones ensayadas, una Unica banda espectral.
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Figura 4.3: (A) Espectros de absorcion de TBOBr, en DMF en funcion de la concentracion
(4,65 uM-233 uM). (B) Espectros de absorcion normalizados a la longitud de onda de

maxima absorcion de TBOBr».

Antecedentes bibliograficos sefialan que la agregacion de diversos compuestos fotoactivables
puede disminuir en solventes organicos mediante la sustitucién periférica del Fs por largas
cadenas alquilicas o sustituyentes voluminosos °:3%3756, Del mismo modo se conoce que DMF
podria desestabilizar la forma agregada de los Fs por la disrupcidn de los enlaces puente
hidrégeno intermoleculares **.

El estudio del comportamiento de agregacién en DMF permitio identificar la presencia de la
especie monomérica de TBO y corroborar para TBOBr, que la bromacién estabiliza el

mondmero y evita la formacién de agregados.

4.3.2. Evaluacion de TBO y TBOBr; en metanol

Los espectros de absorcion en funciéon de la concentracion de TBO en MeOH, solvente

organico menos monomerizante que DMF, se muestran en la Figura 4.4.A. Generalmente las

132



Tesis de Doctorado - Farm. Cinthia Soledad Haniewicz

desviaciones de la ley de Lambert-Beer en compuestos orgdnicos se atribuyen al fendmeno
de agregacion y esto se ha observado para rangos de concentracion en el orden de 10° M a
104 M 4257759 En el caso de TBO las concentraciones evaluadas cumplen con la ley Lambert-
Beer evidenciando la presencia de una uUnica especie del Fs a la Amax= 625 nm. El rango de
concentraciones ensayadas permitié identificar la especie agregada de TBO a 625 nm y
establecer que el desplazamiento de las bandas de absorcién en MeOH, a mayores longitudes
de onda, corresponde a agregados J por comparacion con la forma monomeérica descripta en
DMF (seccién 4.3.1) 60-63,

Los espectros de absorcién normalizados a 625 nm (Figura 4.4.B) muestran que el agregado J

es la Unica especie presente en MeOH.
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Figura 4.4: (A) Espectros de absorcion de TBO en funcidn de la concentracion (1,31 uM-13,1
uUM) en MeOH. (B) Espectros de absorcion normalizados a la longitud de onda de mdxima

absorcion de TBO.

Por otra parte, los espectros de absorcion de TBOBr, en MeOH (Figura 4.5.A y 4.5.B)
evidenciaron una unica banda correspondiente a la especie monomérica (Amax= 490 nm). Los
resultados obtenidos confirman que el solvente organico favorece la disrupcién de las
especies agregadas 3964%7 Este efecto podria atribuirse al impedimento estérico causado por
la incorporacioén, en la estructura de TBO, de dos sustituyentes voluminosos como los atomos

de bromo dificultando las interacciones intermoleculares que estabilizan la forma agregada

6,68-71
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Figura 4.5: (A) Espectros de absorcion de TBOBr; en funcion de la concentracion (46,50 uM-
162,8 uM) en MeOH. (B) Espectros de absorcion normalizados a la longitud de onda de

madxima absorcion de TBOBYr».

Los resultados obtenidos en funcidn de la concentracién del Fs en MeOH, indicaron que para

TBO se estabiliza la especie agregada y para TBOBr; la forma monomérica.

4.3.3. Evaluacién de TBO y TBOBr; en etanol

La evaluacion de TBO en EtOH presenta resultados comparables a los obtenidos en MeOH
(Figura 4.4). El espectro de absorcion en funcidn de la concentracion de TBO (Figura 4.6.A)
evidencié una banda a 628 nm que corresponderia a la forma agregada. La representacién
grafica normalizada a la longitud de onda de maxima absorcion (Figura 4.6.B) muestra una
Unica banda atribuible a la especie agregada de TBO a todas las concentraciones evaluadas.

A diferencia de lo observado en MeOH, en este medio, una ampliacion de los espectros de
absorcion normalizados a la longitud de onda de maxima absorcién entre 550 nm y 600 nm
(Figura 4.6.C) evidencid que el aumento de la concentracién de TBO ocasiona un incremento
en los valores de absorbancia. Este comportamiento indica la formacién de agregados de
orden superior. Antecedentes bibliograficos sefialan que los Fs fenotiazinicos siendo
compuestos catidnicos tienden a agregarse en soluciones diluidas y conducen a la formacién

de dimeros e incluso agregados superiores 377273,
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Figura 4.6: (A) Espectro de absorcion de TBO en funcion de la concentracion (1,31 uM-13,1
uUM) en EtOH. (B) Espectros de absorcion normalizados a la longitud de onda de mdxima

absorcion. (C) Ampliacion de los espectros de absorcion normalizados (550 nm-600 nm).

Analizando los espectros de absorcién y en base a los datos de literatura, el hombro entre 550
nmy 600 nm que se observa en la Figura 4.6.B, podria atribuirse a la formacidon de un agregado
de orden mayor.

Es importante sefalar que la banda asignada al agregado de orden superior (Amax= 580 nm) se
observé entre las bandas correspondientes a la especie monomérica (Amax= 514 nm, Figura
4.2) y a la forma agregada (Amax= 628 nm). En el caso particular de TBO se detectd un
desplazamiento batocrémico del agregado de orden superior en comparacién con la banda
monomeérica e hipsocrémico con relacién a la correspondiente al agregado. La mayoria de los
Fs que experimentan agregacién en solucién presentan una tendencia entre éste fendmeno y
el cambio espectral dependiendo de la orientacion de las moléculas 747>,

Este efecto determina que algunos compuestos formen diferentes tetrdmeros (ensambles

tipo ladrillo, lineal o escalera) con desplazamientos hacia el rojo o azul del espectro
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electromagnético con relacién a los correspondientes agregados de menor orden (dimeros
y/o trimeros) y la especie monomérica ®7°.

En el caso de TBOBr; se evidencié una Unica banda a 489 nm en los espectros de absorcion en
funcién de la concentracion del Fs en EtOH (Figura 4.7.A), lo que indicaria la presencia de la
especie mondmerica. La Figura 4.7.B muestra una banda superponible en todo el rango de

concentraciones ensayadas confirmando el predominio de la especie monomérica.
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Figura 4.7: (A) Espectro de absorcion de TBOBr; en funcion de la concentracion (11,63 uM-
162,8 uM) en EtOH. (B) Espectros de absorcion normalizados a la longitud de onda de mdxima

absorcion. (C) Ampliacion de los espectros de absorcion normalizados (570 nm-650 nm).

Los resultados obtenidos concuerdan con estudios previos los cuales sefialan que la
introduccion de &tomos pesados favoreceria la presencia de la especie monomérica en medios
organicos ®¢%77.78 | a Figura 4.7.C evidencié un aumento de la absorcion con el incremento de
la concentracion de TBOBr;, entre 570 nm y 650 nm, lo que podria atribuirse a la formacidn

de la especie agregada correspondiente al nuevo derivado dibromado.
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4.3.4. Evaluacioén de TBO y TBOBr, en mezclas N,N-dimetilformamida:agua

Considerando que en medio acuoso se favorece la presencia de las especies agregadas de los

Fs fenotiazinicos 798! 'y de otras familias tales como azinas 3%%2, oxazinas y oxazonas 37:83,

84 y porfirinas 2, se estudié a una concentracién fija de TBO y TBOBr,, el

ftalocianinas
comportamiento de estos Fs en diferentes mezclas DMF:H;0. El espectro de absorciéon de TBO
a la concentracion constante de 1,31 x 10 M (Figura 4.8.A) evidencié que el aumento de la
proporcién de agua disminuye la banda correspondiente al monémero (514 mn) e incrementa
aquella atribuible a la especie agregada (637 nm). También se observé un punto isosbéstico
aproximadamente a 550 nm lo que indicd un equilibrio entre las especies monomeérica y
agregada del Fs 86788,

Los espectros de absorcidn correspondientes a TBOBr; registrados a una concentracién fija de
9,34 x 10> M (Figura 4.8.B) y diferentes proporciones DMF:H,0 muestran la sefial de absorcion
atribuible al mondmero (495 nm) y la presencia de una banda a 647 nm la cual no se evidencid

en los ensayos realizados en MeOH (Figura 4.5) y EtOH (Figura 4.7).
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Figura 4.8: (A) Espectro de absorcién de TBO= 1,31 x 10 M en diferentes mezclas DMF:H20
(0% a 30% H20). (B) Espectro de absorcién de TBOBr,= 9,34 x 10° M en distintas mezclas
DMF:H>0 (0% a 80% H-0).

Cabe seiialar que con el incremento del porcentaje de H.O se observdé un aumento
significativo de la absorbancia a 647 nm, que se asignd a la forma agregada de TBOBrs,.

Adicionalmente se puede observar la ausencia de un punto isosbéstico indicativo de la

137



Capitulo 4: Estudios de Agregacion

presencia de mas de dos especies (mondmero, agregado J y agregados de orden superior).
Antecedentes bibliograficos indican que los compuestos lipofilicos presentan mayor tendencia
ala agregacién en soluciones acuosas ®°%8%92_ Esto se corrobord mediante la estimacién de la
lipofilicidad de TBO y TBOBr; aplicando los programas de computacion ChemDraw
Professional 17.1 (cLogP) y Molinspiration (libre acceso: www.molinspiration.com;
©Molinspiration Cheminformatics 2022; miLogP). Ambos software emplean para el célculo de
los coeficientes de particion tedricos (cLog P) aproximaciones por contribucion de los distintos
fragmentos de la molécula. El valor de Log P reportado en bibliografia para TBO es -0,30 3.
Los parametros de lipofilicidad de TBO y TBOBr; estimados computacionalmente se muestran

enla Tabla 4.1.

Tabla 4.1: Valores de cLog P estimados por software quimicos.

Es Prediccion de cLog P
ChemDraw Professional 17.1 | Molinspiration
TBO -1,44 -0,15
TBOBr, 0,37 1,32

Se determiné para TBOBr,, con ambos programas, un valor de cLog P mayor en comparacion
con TBO, lo cual era esperable ya que la introduccién de dos dtomos de bromo incrementa la
lipofilicidad y esto se manifiesta en la formaciéon de agregados J y de orden mayor en

soluciones acuosas (Figura 4.8.B).

4.3.5. Evaluacion de TBOBr; en una mezcla N,N-dimetilformamida:agua 20:80 v/v

Con el objetivo de ampliar la informacidn relativa al comportamiento de agregaciéon de TBOBr;
se lo estudio a la relacion DMF:H,0 20:80 v/v en funcién de la concentracion (11,7 uM-58,4
uM) (Figura 4.9.A) evidenciando en todo el rango ensayado, un maximo de absorcion a 647
nm que corresponde a la forma agregada del Fs. El predominio de esta especie se corroboré
como una unica banda en los espectros de absorcidn normalizados a la longitud de onda de

maxima absorcion (Figura 4.9.B).
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Figura 4.9: (A) Espectro de absorcion de TBOBr; en funcidn de la concentracion (11,7 uM-58,4
uM) en DMF:H;0 20:80 v/v. (B) Espectros de absorcion normalizados a la longitud de onda de

maxima absorcion.

Los ensayos realizados permiten demostrar que el maximo de absorcidn correspondiente a la
especie agregada del nuevo derivado dibromado experimenta un corrimiento batocrémico
con relacion al agregado de su precursor (TBO) (Amax= 637 nm; Figura 4.8.A). Estos resultados
concuerdan con los datos de bibliografia que indican que la introduccién de dtomos pesados
en una estructura quimica, produce un corrimiento batocrémico de la longitud de onda de

maxima absorcidn en comparacidn con su precursor sin halogenar 94,

4.3.6. Evaluacién de TBO y TBOBr, en mezclas etanol:agua

Con el objetivo de corroborar la formacion de agregados de orden superior en medios
acuosos, se evalud el comportamiento de TBO y TBOBr;, a una concentracion fija, en mezclas
EtOH: H20 (0 % a 90 % H,0) considerando que el EtOH es un solvente menos monomerizante
que DMF.

Los espectros de absorcion normalizados de TBO (1,31 x 10 M; Figura 4.10.A) evidenciaron
el predominio de la especie agregada con una banda de absorcién a 630 nm. También se
observé la formacion de agregados de orden superior al aumentar el porcentaje acuoso,

mostrando un incremento de la absorcidn en el rango de 550 nm-600 nm.
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Figura 4.10: (A) Espectros de absorcién normalizados de TBO= 1,31 x 10° M a la longitud
de onda de mdxima absorcion en mezclas EtOH:H,0 (0% a 90% H>0). (B) Espectros de
absorcién normalizados de TBOBr,= 4,67 x 10° M a las longitudes de onda de mdxima

absorcion en mezclas EtOH:H,0 (0% a 85% H-0).

Los espectros de absorcién normalizados a la longitud de onda de maxima absorcion
correspondientes al nuevo derivado TBOBr; a la concentracién de 4,67 x 10> M (Figura
4.10.B), evidenciaron la presencia de la especie monomérica (Amax= 493 nm) tanto en 100 %
de EtOH como asi también en mezclas EtOH:H,0 con una proporcién de 10 % y 20 % de H,0.
El aumento del porcentaje de agua (30 % a 85 %) sefiald el predominio de la especie agregada
de TBOBr, con una banda de absorcién a 646 nm. También se observé de manera pronunciada
la formacidén de agregados de orden superior con un incremento de la absorcion entre 575

nm-625 nm.

4.3.7. Evaluacion de TBO en agua

Considerando que TBO presenta buena solubilidad en H,0, se estudié en este medio el
fendmeno de agregacion a diferentes concentraciones del Fs. Los resultados obtenidos en el
rango de 1,31 uM a 13,1 uM (Figura 4.11.A) mostraron una Unica banda de absorcién a 631
nm correspondiente a la especie agregada y un hombro entre 550 nm y 600 nm que aumenta

con el incremento de la concentracion del Fs. Los espectros de absorcidn normalizados a la
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longitud de onda de maxima absorcién (Figura 4.11.B y 4.11.C) corroboraron la formacién de

agregados de orden superior.
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Figura 4.11: (A) Espectro de absorcion de TBO en funcion de la concentracion (1,31 uM-32,8
uM) en H;0. (B) Espectros de absorcion normalizados a la longitud de onda de mdxima

absorcion. (C) Ampliacion del espectro de absorcion normalizado (550 nm-675 nm).

Este ensayo permitié demostrar que TBO se ajusta al comportamiento descripto en
bibliografia, el cual establece que el incremento de la concentracion del Fs conduce a la

formacidn de diferentes tipos de agregados >*’.

4.3.8. Evaluacion de AzCBr; en mezclas N,N-dimetilformamida:agua y etanol:agua

El abordaje del fendmeno de agregacién que experimentd AzCBr; se desarrollé a una
concentracién constante (1,99 x 10* M) del Fs. Los espectros de absorcién en funcién de la
relacion DMF:H,0 (0 % a 75 % H,0) (Figura 4.12.A) evidenciaron la presencia del mondmero

con un maximo a 503 nm en DMF puro. La banda a 608 nm corresponderia a la especie
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agregada de AzCBr;. El analisis espectral indicd la ausencia de un punto isosbéstico lo cual
sefala la presencia de tres especies, mondmero, agregado y agregados de orden superior.

El analisis de los espectros de absorcion normalizados a las longitudes de onda de maxima
absorcion (Figura 4.12.B) mostré la disminucion de la banda monomérica a 503 nm vy el
incremento de la correspondiente a la especie agregada a 608 nm con el aumento del
porcentaje de agua. También se observo a las proporciones 50 %y 75 % de H,0, un incremento
de la absorcion en el rango de 550 nm a 600 nm lo que indicaria la presencia de agregados de
orden superior. Los resultados demostraron que AzCBr; presentd un comportamiento de

agregacion comparable al de TBOBr; descripto en la seccion 4.3.4.
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Figura 4.12: (A) Espectros de absorcién de AzCBr; (1,99 x 10* M) en diferentes mezclas DMF:
H,0 (0% a 75% H20). (B) Espectros de absorcién normalizados de AzCBr (1,99 x 10% M) a las

longitudes de onda de mdxima absorcion en distintas mezclas DMF: H,O (0% a 75% H>0).

El ensayo de AzCBr; en mezclas EtOH:H,0 (Figura 4.13.A), permitié evidenciar las mismas
bandas de absorcién y consecuentemente las especies descriptas para DMF:H,0 (Figura 4.12).
Las proporciones de H,0, entre 0 % y 20 %, sefalaron la presencia predominante de la especie
monomeérica a una Amax= 508 nm. Al realizar los ensayos con porcentajes de H,0 entre 30 % y
70 % se observé un predominio de la especie agregada. El contenido acuoso de 75 % y 80 %
mostré una disminucion de la absorcion a 608 nm (especie agregada) y un incremento de la

absorcion entre 550 nm y 600 nm debido a la formacién de agregados de orden superior.
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Los espectros de absorcidon normalizados a las longitudes de onda de maxima absorcién en
funcion de las relaciones EtOH:H,O (Figura 4.13.B) corroboraron el comportamiento de

agregacion que presenta el compuesto AzCBrs.
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Figura 4.13: (A) Espectros de absorcién de AzCBr; (1,99 x 10* M) en diferentes mezclas EtOH:
H,0 (0% a 80% H0). (B) Espectros de absorcion normalizados de AzCBrz (1,99 x 10% M) a las

longitudes de onda de mdxima absorcion en distintas mezclas EtOH: H,0 (0% a 80% H0).

Los estudios de agregacion permitieron inferir para ambos Fs dibromados, TBOBr, y AzCBr»,
que la presencia de las especies monoméricas se favorece en solventes organicos mientras

que las agregadas y agregados de orden superior predominan en medios acuosos.

4.4. CONCLUSIONES PARCIALES

Los ensayos realizados en solventes organicos puros permitieron identificar las especies
monoméricas de TBO, TBOBr; y AzCBr;.

El estudio de TBO en un solvente monomerizante (DMF) permitid establecer de manera
inequivoca la especie monomeérica con un maximo de absorcién a 514 nm. El aumento de la
concentracion del Fs y el ensayo de otros medios organicos favorecieron la formacién del
agregado J con una absorcién mdaxima a longitudes de onda superiores a 600 nm. Por otra
parte, en soluciones acuosas, TBO presentd un equilibrio entre los agregados J (posibles

dimeros) y agregados de orden superior.
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La incorporacion de atomos de bromo en la estructura de las fenotiazinas favorecié la
presencia de la especie monomeérica en todos los solventes organicos ensayados, mientras
que, en soluciones acuosas TBOBr, y AzCBr; evidenciaron la formacion de agregados J y de
mayor orden.

El andlisis en diferentes mezclas acuosas, a una concentracién constante de TBO, TBOBr; y
AzCBr;, indicé que el incremento del porcentaje acuoso favorece la formacidn de agregados
de orden superior principalmente para los derivados dibromados.

Los estudios realizados en distintos solventes organicos, medios acuosos y proporciones
organico-acuoso permitieron establecer la tendencia de agregaciéon de los Fs. Diversos
pardmetros tales como la lipofilicidad, el efecto de los sustituyentes, las interacciones
intermoleculares y la concentracion de los Fs contribuyeron a la interpretacion del
comportamiento de agregacién de estos compuestos pertenecientes a la familia de las
tiazinas.

Finalmente se establecid que ambos Fs dibromados presentaron una tendencia de agregacién

similar en las condiciones ensayadas.
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EVALUACION DEL EFECTO FOTOCITOTOXICO

5.1. INTRODUCCION

La determinacion de la eficacia fotodindmica de nuevos agentes fototerapéuticos se desarrolla
mediante diferentes ensayos de fotocitotoxicidad. Los mismos se definen como la respuesta
toxica ocasionada en un organismo por exposicion a agentes Fs e irradiacién con luz *2.

La absorcion de luz por el Fs a una determinada longitud de onda, inicia reacciones
fotoquimicas generando especies citotdxicas tales como 10,, H,0,, O, y OH-. Estas son
responsables de los efectos terapéuticos sobre las células diana mediante el estrés oxidativo
en el sitio de accién y a través de la activacidn y transmision de los procesos de sefializacidon
de muerte celular (necrosis o apoptosis) 3.

El efecto fotocitotdxico ocasionado por el Fs representa la contribucion de numerosos
factores. La citotoxicidad depende del tipo de célula a tratar, de la concentracién del agente
terapéutico en el sitio de accion, la localizacién extracelular y/o intracelular, la dosis de
irradiacién, la disponibilidad de oxigeno y el tiempo entre la administracién del fdirmaco y la
exposicién a la luz >=8. La citotoxicidad de los Fs se evalla en distintos microorganismos (TFDA)
o lineas cancerigenas (TFD).

Antecedentes bibliograficos indican que la TFDA es efectiva en infecciones causadas por
diversos patdgenos °. Las EROs producidas por el Fs dafian los componentes celulares o bien
alteran las actividades metabdlicas de manera irreversible produciendo la muerte de los
microorganismos 1016,

Los Fs fenotiazinicos mas estudiados como agentes terapéuticos en TFDA son MB y TBO. Se
han reportado resultados significativos en la aplicaciéon de estos compuestos para el
tratamiento de infecciones localizadas > provocando la eliminacion de diferentes bacterias
Gram-positivas y Gram-negativas 771%, hongos 2%}, parasitos 2223 y virus 2*#?°. Los ensayos de
cinética de muerte empleando Staphylococcus aureus ATCC 25923, cepas clinicas de S. aureus
resistentes a meticilina y fluoroquinolonas (MRSA61), como asi también Escherichia coli ATCC
25922 %627 son las alternativas metodoldgicas mds aplicadas para evaluar la accidn de nuevos

Fs.
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La TFD ha ganado prevalencia como una estrategia para el abordaje de tratamientos
oncolégicos debido a la localizacion selectiva del Fs en el sitio de accién determinada por las
diferencias fisioldgicas del tumor y el tejido sano 22730, La irradiacion en el drea conlleva la
formacién de especies citotéxicas provocando la destruccidon selectiva de las células
cancerigenas 31. Cabe sefialar que MB ha presentado resultados positivos en ensayos clinicos
contra adenocarcinoma, carcinoma de vejiga y cdncer mamario 3233, Por su parte, TBO cuenta
con antecedentes promisorios en el tratamiento clinico de cdncer bucal y prdstata 343>,

El ensayo de fototoxicidad in vitro validado por agencias reguladoras europeas y la FDA,
correspondiente a la absorcion de rojo neutro 3T3 (3T3 NRU-PT, por sus siglas en inglés) se
aplica para identificar el potencial fototdxico de un compuesto 36738, Esta prueba permite
evaluar la fotocitotoxicidad mediante la reduccion relativa de la viabilidad de las células
expuestas al Fs en presencia y ausencia de luz.

La viabilidad celular y el porcentaje de toxicidad también se determinan mediante el ensayo
colorimétrico de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazolil-2)-2,5-difeniltetrazolio (MTT, por sus siglas
en inglés). Este método indirecto permite estimar la capacidad de las estructuras
mitocondriales para convertir la sal de tetrazolio en un producto de coloracién violdcea
insoluble en agua, denominado formazan 3°4°,

El ensayo conocido como fotohemdlisis de gldbulos rojos (GR) es una de las metodologias in
vitro mas antiguas y sencillas que permite evaluar el efecto fotocitotdxico, este protocolo fue
propuesto hace mas de cien afios por Sacharoff, G. and Sachs, H. (1905) %%, En este sentido,
los eritrocitos de mamiferos constituyen un modelo adecuado debido a las modificaciones
que presentan las membranas bioldgicas como consecuencia de la producciéon de EROs con
posterioridad a la irradiacion con luz #2744,

La fotohemolisis permite evaluar la capacidad de los nuevos Fs para interactuar y fotooxidar
proteinas y lipidos insaturados presentes en la membrana plasmatica de los eritrocitos. Esta
alteracion en las macromoléculas, produce cambios en la estructura basica de la membrana
afectando la permeabilidad y conduciendo a la muerte celular #>¢. El dafio es monitoreado
mediante espectrofotometria UV-Visible a 413 nm, maximo de absorcién correspondiente a
la hemoglobina liberada con posterioridad a la ruptura de la membrana plasmatica *+%7.
Antecedentes bibliograficos demuestran que el porcentaje de fotodafio seria indicativo de la
actividad fotodinamica %¢->3. También es posible elucidar el mecanismo de fotosensibilizacion

predominante (Tipo | o Tipo Il) mediante el agregado de azida de sodio (NaNs) que previene
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el fotodafio en la membrana de los eritrocitos inhibiendo el 10, (mecanismo Tipo II) y manitol
permite la eliminacion de los radicales libres (mecanismo Tipo 1) °*>7,
Con el objetivo de conocer la capacidad fototdxica y el mecanismo de accién de TBO, TBOBr;

y AzCBr;, se evalué la hemolisis desencadenada por el tratamiento fotodinamico de los GR.

5.2. MATERIALES Y METODOS

Se realizaron numerosas pruebas preliminares con la finalidad de determinar las condiciones
experimentales dptimas 445860,

La sangre que se extrajo por puncidon venosa con anticoagulante EDTA (aprox. 5 mg), se
centrifugé en un tubo falcon a 3000 rpm durante 5 min eliminando por aspiracion el plasmay
la capa de leucocitos. Luego se lavd 3 veces con solucién reguladora de pH 7,4 (PBS) y se
centrifugd nuevamente. Se tomd una alicuota de 500 pL de eritrocitos que se resuspendieron
en 50 mL de PBS.

Se tomaron alicuotas de 3 mL de la suspensidn de eritrocitos y se incubaron con TBO, TBOBr;
y AzCBr; (20 uM) en oscuridad durante 30 min a 37 °C. Posteriormente las muestras se
irradiaron con ldmpara LED Osram Parathom®, 5W-8,4 mW/cm? por 15, 30 y 60 min. Se
utilizaron como controles los mismos tratamientos en oscuridad y un ensayo realizado sin Fs
tratado con luz. Todas las muestras se mantuvieron 24 h a 37 °C en oscuridad con
posterioridad a la irradiacion. Luego los tubos de ensayo se centrifugaron (3000 rpm durante
5 min) y 100 pL del sobrenadante se diluyeron en 1 mL de agua destilada.

A las suspensiones de GR en presencia y ausencia de los Fs (20 uM) se agregd NaNs (50 mM)
o manitol (50 mM). Las muestras se trataron siguiendo el procedimiento descripto
anteriormente. El Esquema 5.1 ilustra los pasos involucrados en el desarrollo experimental.
El contenido de hemoglobina se determind mediante la absorciéon a 413 nm utilizando un
espectrofotémetro Shimadzu UV-Visible 160A.

Los resultados se expresaron como porcentaje de hemdlisis, considerando como 100 % la
absorbancia correspondiente a una muestra lisada en agua destilada (Ecuacién 5.1).

El grado de hemdlisis se determind por duplicado y los datos obtenidos se procesaron

mediante el programa OriginPro 8 SRO (OriginLab Corporation).
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[ 5 mLde Sangre con EDTA |

1—
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Eritrocitos

C

[ 50 mL de suspension de GR ]

Muestras )
1 “ N Oscuridad
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4 Irradiacion
J
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6 Irradiacion  L_
—3mLGR— . \
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Esquema 5.1: Ensayo de fotohemdlisis

Abs (Fs irr)—Abs (Fs 0sc)

% Hemodlisis =
% Sts Abs (100)—Abs (irr)

x 100 Ecuaciéon 5.1

5.3. RESULTADOS Y DISCUSION

5.3.1. Evaluacion del efecto fotocitotoxico

Las membranas bioldgicas constituyen un blanco terapéutico para un gran nimero de Fs

pertenecientes a diferentes familias tales como clorinas, ftalocianinas y porfirinas, entre otras.
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Los GR se consideran células modelo que permiten evaluar el efecto fotocitotdxico y en
consecuencia la actividad fotodindmica de nuevos agentes fototerapéuticos *#°7:¢1. Una de las
principales ventajas de utilizar eritrocitos radica en que las determinaciones
espectrofotométricas, con relacién a la liberacion de hemoglobina, son mds simples y rapidas
frente a la tincidn celular y el conteo . Este ensayo es apropiado para la exploracién de los
mecanismos fisioldgicos y moleculares implicados en la TFD °’. Con el objetivo de inferir la
actividad fotodindmica in vitro de los nuevos Fs se evalué de manera comparativa la
fotohemolisis generada por TBO, TBOBr; y AzCBr; en un modelo biomimético de membrana
celular. La hemolisis ocasionada luego de la irradiacion de los GR tratados con los Fs
fenotiazinicos es producto del efecto fotodindmico del agente terapéutico 4492,

La representacion grafica de porcentaje de hemolisis en funcién del tiempo de irradiacién
(Figura 5.1) muestra que TBOBTr; evidencié una mayor fotohemdlisis en comparaciéon con TBO
y AzCBr;, alcanzando un 85 % a los 60 min. En las mismas condiciones experimentales, TBO y
AzCBr; manifestaron un 50 % y 25 % de hemolisis, respectivamente.

Los resultados obtenidos permiten inferir que TBOBr; presentaria mayor actividad
fotodindamica en medios bioldgicos. Sin embargo la evaluacion de la fotooxidacion de DMA
(capitulo 3, seccion 3.4.2.3.2), indicd que este Fs exhibio el menor valor de ¢a en comparacién
con TBO y AzCBr,. Esta discrepancia entre los ensayos de fotodescomposicién de DMA y
fotohemolisis de GR podria explicarse en términos de la localizacidn del Fs en los eritrocitos y
lainteraccién del mismo con los distintos componentes celulares. Algunos autores indican que
la naturaleza hidrofilica/lipofilica de los Fs afecta fuertemente la unién de éstos a las células y
en consecuencia su actividad fotocitotdxica °2. El trabajo desarrollado por Kato y col., sefiala
que la citotoxicidad generada por Fs porfirinicos seria independiente de la eficiencia de los
mismos para generar 0, considerando que la fotohemdlisis observada es atribuible a la
afinidad del Fs por la membrana celular de los eritrocitos 3. Por otra parte otros antecedentes
bibliograficos indican que el ¢a, el sitio de localizacidn intracelular y el mecanismo de muerte
celular son aspectos relevantes en la eficiencia fotodindmica 4°.

Se sabe que la produccién de 0, en solucién (ensayo de fotooxidacién de DMA) no siempre
se ajusta a lo observado en medios celulares ya que el microambiente biolégico puede inducir

cambios significativos en la fotofisica y fotoquimica de los Fs 61,6266,
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Por lo expuesto, se infiere que distintos factores tales como el microambiente bidlogico, el
caracter hidrofilico/lipofilico y el sitio de localizacion intracelular de TBOBr;, entre otros,

contribuiria a un mayor efecto fotocitotoxico.
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Figura 5.1: Porcentaje de fotohemdlisis en funcion del tiempo de irradiacion (concentracion

de Fs= 20 uM).

El ensayo de fotohemolisis de GR evidencié que el Fs TBOBTr; seria el mejor candidato para su

aplicacion en TFD y TFDA.

5.3.2. Determinacién del mecanismo fotodindmico

Se determind el mecanismo de fotosensibilizacidon predominante mediante la adicion de NaNs
(atrapador de '0,) y manitol (atrapador de radicales libres) 6768,

Los resultados obtenidos (Figura 5.2) indicaron que el agregado de NaNs3 y manitol
disminuyeron el porcentaje de hemdlisis generado por TBOBr, y AzCBrs.

El Fs TBOBr; presentd 29 %, 79 % y 85 % de hemdlisis a los 15, 30 y 60 min de irradiacion,
respectivamente. La adicion de NaNs provocd la disminucién de estos porcentajes por debajo
del 10 % a todos los tiempos ensayados. También se observé que manitol ocasiond una caida
en la hemolisis generada por este Fs presentando un 12 %, 47 % y 74 % a los distintos tiempos
evaluados, respectivamente (Figura 5.2.A).

Por otra parte en ausencia de los atrapadores de EROs, AzCBr; generd 10 %, 11 % y 25 % de

fotohemolisis a 15, 30 y 60 min de irradiacidn, respectivamente. Estos valores disminuyeron a
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menos de 2 % con la adicion de NaNs a todos los tiempos ensayados, mientras que, manitol
provoco un descenso de los porcentajes a 0 %, 2,5 % vy 11 % a los distintos tiempos evaluados

(Figura 5.2.B).

>
w
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Figura 5.2: Porcentaje de fotohemdlisis en funcion del tiempo de irradiacion con adicidon de

NaNs y manitol. (A) TBOBr; (20 uM) y (B) AzCBr; (20 uM).

Reportes bibliograficos sefalan que el daiio generado a la membrana celular de los eritrocitos
ejercida por el tratamiento fotodindmico, se debe a la formacion de EROs y que el mismo
podria evitarse mediante la incorporacion de antioxidantes >%9°,

La disminucién significativa en los porcentajes de fotohémolisis obtenidos para ambos Fs
dibromados con el agregado de NaNs indican que actuan predominantemente por el
mecanismo tipo Il, es decir, mediante la produccion de '0,. De esta manera NaNs atrapa la
especie fotocitotoxica generada por los Fs produciendo un efecto protector sobre los
eritrocitos.

La adicion de manitol por otra parte, sefiala que el mecanismo de fotosensibilizacion Tipo |
(radicales libres) puede contribuir en menor proporcién a la hemdlisis inducida por TBOBr, y
AzCBr».

Antecedentes bibliograficos indican que los Fs pertenecientes a otras familias de compuestos
acttan con el predominio de un mecanismo >%°77%, conociéndose que las fenotiazinas lo hacen
principalmente mediante la produccion de 0, 7*773. Este comportamiento fue el observado
en los ensayos realizados para TBOBr; y AzCBr; los cuales ejercen su accion mediada por

ambos mecanismos fotodinamicos, destacandose el Tipo Il.
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5.4. CONCLUSIONES PARCIALES

El ensayo de fotohemdlisis permitié demostrar que TBO, TBOBr; y AzCBr; son capaces de
ocasionar dafio celular fotoinducido. Los tres Fs presentaron diferentes grados de hemolisis
en las condiciones ensayadas. El porcentaje de fotodegradacion de los GR frente a TBOBr,,
indicd que este compuesto desencadena mayor dafio en la membrana citoplasmatica, por lo
que seria un dptimo candidato para su aplicaciéon en TFD y TFDA, en comparaciéon con TBO y
AzCBr.

Por otra parte los Fs dibromados evidenciaron la participacién de ambos mecanismos de
fotosensibilizacion en el dafio generado a la membrana de los eritrocitos, actuando
principalmente mediante el mecanismo tipo Il, es decir, por la generacion de '0,. Cabe
destacar que esta especie reactiva del oxigeno es el principal agente citotéxico en los
tratamientos fotodinamicos, siendo TBOBr; un candidato promisorio para la aplicacién en TFD

y TFDA.
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CONCLUSIONES GENERALES

El desafio de este trabajo de Tesis Doctoral consistid en el desarrollo de nuevos agentes
fototerapéuticos a partir de la derivatizacion de Fs pertenecientes a la familia de fenotiazinas,
AzA y TBO, con antecedentes promisorios de aplicaciéon en TFD y TFDA.

Los compuestos dibromados de AzA, TBO y AzC se obtuvieron con porcentajes de pureza
relativa superiores al 86 %. Los derivados TBOBr; y AzCBr, presentaron un corrimiento
hipsocromico de la longitud de maxima absorcion como consecuencia de la introduccion de
atomos pesados en la estructura quimica. Esta estrategia de sintesis favorecié la presencia del
mondmero del Fs, especie que potencia la actividad fotocitotdxica de los mismos.

El Fs AzABr; evidencié un corrimiento batocrémico en la maxima longitud de onda ampliando
las posibilidades terapéuticas. Sin embargo, el mismo presentd inestabilidad quimica lo que
imposibilitd el desarrollo de estudios posteriores.

La evaluacion de distintas condiciones en la sintesis de Buchwald-Hartwig, a partir de ambos
prototipos, permitié la obtencion de nuevos productos de interés con rendimientos que no
superaron el 18 % desestimando el abordaje de estudios mas profundos relativos a estos
derivados.

Se demostrd que la introduccién de dos dtomos de bromo en la estructura de TBO y AzC,
produjo una disminucion de hasta 4 unidades en el valor de pK,, con relacidn a sus respectivos
precursores, presentando valores cercanos al pH fisiolégico. Esto seria favorable dado que en
medios biolégicos los nuevos derivados estarian presentes como una combinacién de especies
neutras y catidnicas, permitiendo la incorporacién y acumulacién en diferentes células blanco.
Otro aspecto a destacar de los nuevos agentes terapéuticos dibromados, TBOBr, y AzCBr», es
su estabilidad fotoquimica, propiedad directamente relacionada con la eficacia fotodindmica
considerando que una mayor fotoestabilidad implicaria una mejor actividad fotocitotdxica de
los compuestos en estudio.

La determinacién del valor de ¢a de los nuevos Fs fue un desafio complejo que necesitd del
abordaje de diferentes metodologias directas e indirectas. Los ensayos de fotooxidacion de
DMA permitieron determinar los valores de ¢a relativos de TBOBr, y AzCBr; los cuales
presentaron una produccion de 0, comparable y significativamente superior a la de TBO,

respectivamente.
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Conclusiones Generales

El estudio de agregacion de las fenotiazinas en solventes organicos puros permitié identificar
las especies monoméricas de TBO, TBOBr; y AzCBr; que presentan un maximo de absorcion
cercano a los 500 nm. Es importante destacar que el mondmero de TBO ha sido reportado y
asignado erréneamente por numerosos investigadores. Las determinaciones realizadas
evidenciaron que los mondmeros de los derivados tiazinicos forman agregados J con maximo
de absorcion a longitudes de onda superiores a los 600 nm. Adicionalmente, se demostré que
los Fs dibromados son capaces de formar agregados de orden superior en soluciones acuosas.
Finalmente al comparar los resultados obtenidos para TBO, TBOBr, y AzCBr, podemos afirmar
qgue la presencia de haldgenos en la estructura desestabilizdé el agregado J de estos Fs,
favoreciendo la presencia de la especie monomérica en medios organicos y la formacién de
agregados superiores en medios acuosos. Los estudios realizados permitieron establecer la
tendencia de agregacion de los nuevos compuestos dibromados presentando un
comportamiento similar en todas las condiciones ensayadas.

El ensayo de fotohemolisis demostré que TBO, TBOBr, y AzCBr; son capaces de ocasionar dafio
celular fotoinducido. El porcentaje de fotodegradacién de los GR frente a TBOBr; indicé que
este compuesto desencadena un daio significativo en la membrana citoplasmatica por lo que
seria un dptimo candidato para su aplicacién en TFD y TFDA. Ademas, se determind que los
nuevos derivados dibromados presentan actividad fotodinamica principalmente mediante el
mecanismo Tipo I, siendo TBOBr, un candidato promisorio para su aplicacién en el

tratamiento de patologias oncoldgicas y microbianas.

172



PROYECCIONES

DD DD <D< << < << < << < <<

]

S D<D< P < <<







Tesis de Doctorado — Farm. Cinthia Soledad Haniewicz

PROYECCIONES

Los resultados obtenidos en el desarrollo de esta Tesis Doctoral dan lugar a las siguientes

proyecciones:

> Evaluacidon de la actividad fotodinamica de los nuevos Fs dibromados frente a

diferentes células tumorales y microorganismos.

Se propone evaluar la actividad fotodindmica de los nuevos compuestos fenotiazinicos
halogenados, frente a lineas celulares y microorganismos patdégenos considerando su
potencial aplicacién en TFD y TFDA. La bromacion optimizé numerosas propiedades de
relevancia bioldgica y farmacéutica de los prototipos ensayados, lo que permite inferir
mejoras significativas en la actividad fotodinamica de los nuevos Fs de segunda generacion.
El abordaje de esta proyeccidn se sustenta en antecedentes bibliograficos que seialan
resultados promisorios para compuestos halogenados para el tratamiento de diferentes tipos
de cancer.

Por otra parte, un area de investigacion emergente se relaciona con las enfermedades
infecciosas, como consecuencia del problema actual de la resistencia a antimicrobianos. Esta
situacién desencadena la urgente busqueda de nuevos enfoques antimicrobianos que superen
el desarrollo tradicional de los antibidticos. La TFDA ha surgido en este sentido como una
estrategia prometedora en la erradicacién de diversos tipos de microorganismos. Se han
evaluado diferentes Fs en comparacidon con sus respectivos prototipos, obteniendo mayor
inactivaciéon microbiana por parte de los nuevos compuestos bromados.

Los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral y los antecedentes bibliograficos indican que

los nuevos Fs dibromados son candidatos promisorios para su aplicacidn en TFD y en TFDA.

» Desarrollo y caracterizacion de nuevos Fs de tercera generacion, a partir de los Fs

dibromados sintetizados.

El desarrollo de Fs de tercera generacién, o nanofotosensibilizadores, incluye a los de segunda

generacién acoplados a portadores moleculares. Los nanotransportadores son de diversos
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Proyecciones

tipos tales como, micelas, liposomas, nanoparticulas (NPs) metalicas y poliméricas, entre
otros. Se demostrd, en los ultimos afnos, que la nanoencapsulacion de Fs mejora
significativamente las propiedades fotodinamicas. Este proceso, también afecta a la
solubilidad de farmacos en agua, aumenta la selectividad del Fs por las células diana y reduce
las dificultades de la fotodegradacion.

Los sistemas de vehiculizacidon basados en NPs, presentan dimensiones en el rango de 1 a 200
nm, mejorando la disponibilidad del Fs en el sitio blanco y proporcionando mayor impacto
terapéutico. Nuestro grupo de investigacién ha desarrollado NPs de poliacrilamida como
portadores de agentes fototerapéuticos pertenecientes a las familias de las azinas vy
fenotiazinas, evidenciado una mayor generacion de 'O, y estabilidad fotoquimica. Se
determind que estas NPs ofrecen ventajas terapéuticas con comparacion con el Fs libre ya que
previenen diferentes efectos adversos tales como la degradacidon quimica y fotoquimica, la
agregacién y baja solubilidad acuosa, entre otros. Adicionalmente se potencié la actividad
fotocitotdxica frente a distintos microorganismos indicando un potencial significativo para su
aplicacion en TFDA. Otros sistemas portadores, como liposomas y micelas, han sido
desarrollados y aplicados para la incorporacién de nuevos Fs sintetizados en el grupo de
investigacidon, demostrando una mejora relevante en la fotoactividad frente a los Fs de
segunda generacion.

Se propone a futuro vehiculizar los derivados TBOBr, y AzCBr», sintetizados y caracterizados
en esta Tesis Doctoral, en diferentes nanotransportadores con la finalidad de preparar nuevos
sistemas que potencien las propiedades fisicoquimicas, fotofisicas y fotoquimicas,

incrementando su efecto fotodinamico.
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ABREVIATURAS

Abs: Absorbancia.

ABDA: Acido dimaldénico de 9,10-dimetilantraceno, por sus siglas en inglés, 9,10-

anthracenediyl-bis (methylene) dimalonic acid.

ALA: Acido aminolevulinico, por sus siglas en inglés, Aminolevulinic Acid.

ANMAT: Administracién nacional de medicamentos, alimentos y tecnologia médica.
AzA: Azure A, por sus siglas en inglés.

AzB: Azure B, por sus siglas en inglés.

AzC: Azure C, por sus siglas en inglés.

AzCBr;: Azure C dibromado, por sus siglas en inglés.

Bcl-2: Familia de proteinas, por sus siglas en inglés, B-cell lymphoma 2.

BODIPY: Compuestos de la familia de los 4-4-diflouro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacenos.
Br: Bromo (atomo).

Br,: Bromo molecular (vapores de Br).

Buffer: Solucién amortiguadora de pH.

CHCls: Cloroformo.

CHCl3: Diclorometano.

cLog P: Coeficiente de particion tedrico.

Cs2C03: Carbonato de cesio.

DMA: 9,10-dimetilantraceno.

DMF: N,N-dimetilformamida.

DPADS: Difenilantraceno-2,7-disulfonato de sodio, por sus siglas en inglés, sodium

diphenylanthracene-2, 7-disulfonate.

DPATC: Difenilantraceno-2,3,6,7-tetracarboxilato de potasio, por sus siglas en inglés,
potassium diphenylanthracene-2,3,6,7-tetracarboxylate.
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Abreviaturas

D,0: Agua deuterada.
EMA: Agencia europea de medicina, por sus siglas en inglés, European Medicinal Agency.

FDA: Administracidon de alimentos y medicamentos, por sus siglas en inglés, Food and Drugs

Administration.

EROs: Especies reactivas del oxigeno.

EtOH: Etanol.

FE: Fase estacionaria.

FM: Fase movil.

Fs: Fotosensibilizador.

IFs: Fotosensibilizador en estado singlete fundamental.
1Fs*: Fotosensibilizador en estado singlete excitado.
3Fs*: Fotosensibilizador en estado triplete excitado.

Gl: Porcentaje de grado de ionizacién.

GR: Gldébulos rojos.

HAc: Acido acético glacial.

HCI: Acido clorhidrico.

HPD: Derivado de hematoporfirina, por sus siglas en inglés, hematoporphyrin derivative.

HPLC: Cromatografia liquida de alta eficacia, por sus siglas en inglés, High Performance

Liquid Chromatography.

HRMS: Espectrometria de masas de alta resolucién, por sus siglas en inglés, High Resolution

Mass Spectrometry.

1H-RMN: Espectroscopia de resonancia magnética nuclear de protones.
H20: Agua.

H20;: Perdxido de hidréogeno.

IFA: Ingrediente farmacéutico activo.

lo: Intensidad de fosforescencia de oxigeno singlete a tiempo cero.
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Jorto: Constate de acoplamiento orto.
LDL: Lipoproteinas de baja densidad, por sus siglas en inglés, Low Density Lipoprotein.
LED: Diodos emisores de luz, por sus siglas en inglés, Light Emitting Diodes.

MAL: Aminolevulinato de metilo o metil- aminolevulinato, por sus siglas en inglés, methyl

aminolevulinate.

MB: Azul de metileno, por sus siglas en inglés, Methylene Blue.
MeOH: Metanol.

Min: Minutos.

MV: Violeta de metileno, por sus siglas en inglés, Methylene Violet.
M+: [6n molecular.

NaCl: Cloruro de sodio.

NBS: N-Bromosuccinimida.

NMB: Nuevo azul de metileno, por sus siglas en inglés, New Methylene Blue.
NPs: Nanoparticulas.

N2: Nitrégeno gaseoso.

0,: Oxigeno molecular.

10,: Oxigeno singlete.

0O,": Radical anién superdxido.

‘OH: Radical hidroxilo.

PBS: Solucidon reguladora de pH fosfato (pH=7,4), por sus siglas en inglés, Phosphate Buffer

Solution.

Pd: Paladio.

Pd (OAc)2: Acetato de paladio.

pKa: Constante de ionizacién o disociacion acida.

RB: Rosa de bengala.
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Abreviaturas

Rf: Relacion de frente.
S: Sustratos bioldgicos.
S */: Radicales catiénicos y/o anidnicos.

TEAP: Solucién acuosa de fosfato de trietilamina, por sus siglas en inglés, Triethylamine

Phosphate Aqueous Solution.

TBO: Azul de toluidina O comercial, por sus siglas en inglés.
TBOBYr,: Azul de toluidina O dibromado, por sus siglas en inglés.
TFD: Terapia fotodindmica.

TFDA: Terapia fotodindmica antimicrobiana.

TLC: Cromatografia en capa fina, por sus siglas en inglés, Thin Layer Chromatography.
Th: Tionina, por sus siglas en inglés, Thionine.

T° Amb: Temperatura ambiente.

tr: Tiempo de retencion.

8: Corrimiento quimico, expresado en partes por millén (ppm).
A: Longitud de onda.

Amax: Longitud de onda de maxima absorcién.

2: Mayor o igual a.

<: Menor a.

&da: Rendimiento cudntico de formacién de *0,.

t: Tiempo de vida de 10,.
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