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RESUMEN

Los Fotosensibilizadores (Fs) son compuestos quimicos fotoactivables, que en su estado
basal no presentan actividad citotoxica, pero que al ser excitados con luz de longitud de
onda apropiada, desencadenan una serie de reacciones intracelulares para dar origen a
especies altamente reactivas de oxigeno, que ocasionan la muerte celular. Estos
compuestos se emplean en Terapia Fotodinamica (TFD) como una valiosa alternativa
para el diagndstico y tratamiento de diferentes tipos de canceres. Se conoce como
Terapia Fotodinamica Antimicrobiana (TFDA), cuando esta modalidad terapéutica se
aplica al tratamiento de enfermedades ocasionadas por microorganismos, tales como
hongos, virus y bacterias, incluso aquellos resistentes a los tratamientos convencionales.
Ambas terapias, aunque todavia emergentes, son estrategias exitosas, clinicamente
aprobadas y que presentan numerosas ventajas con respecto a los tratamientos
convencionales. Estas alternativas terapéuticas se caracterizan por ser una intervencion
escasamente invasiva, presentar baja toxicidad en tejidos normales y minimos efectos
sistémicos, no generar mecanismos intrinsecos o adquiridos de resistencia, como asi
también preservar el funcionamiento de érganos y tejidos tratados. La TFD y TFDA son
herramientas fundamentales y ampliamente evaluadas para afrontar dos problematicas
mundiales de la salud, a las cuales la Organizacién Mundial de la Salud hace referencia
en sus publicaciones: el tratamiento del cancer y la resistencia a antibiéticos. Por estas
razones, el desarrollo de nuevos Fs y diferentes alternativas que mejoren la eficacia de
estas metodologias terapéuticas, constituyen un importante campo de investigacion
cientifica.

Esta Tesis Doctoral aborda diferentes estrategias de sintesis a fin de optimizar las
propiedades fotofisicas y fotoquimicas de los Fs no porfirinicos Rojo Neutro (RN),
Magenta Ill (MG") y Azure B (AzB). Los productos obtenidos mediante las reacciones de
yodacion y formacidn de azo-compuestos se analizaron aplicando diferentes técnicas
cromatograficas y se caracterizaron por espectrometria de masas de alta resolucion. La
inestabilidad quimica de la sal de diazonio del compuesto RN y la formacion de la
especie carbinol del derivado yodado de MG", motivaron la seleccion del derivado

mono-yodado de AzB (AzBI) para continuar con el desarrollo de esta Tesis Doctoral.



Frente al desafio de seleccionar el Fs tiazinico lider y profundizar el estudio sobre sus
propiedades de interés farmacéutico, se compararon las condiciones de sintesis, longitud
de onda maxima absorcién y rendimiento cuantico de formacidon de oxigeno singlete
correspondiente a AzBl y el derivado mono-bromado de AzB (AzBBr), sintetizado
previamente en el grupo de investigacion. En base a los resultados obtenidos se
selecciond al compuesto AzBBr para dar continuidad a este trabajo Doctoral.

Se evaluaron diferentes propiedades de interés farmacéutico y se demostré que los Fs
tiazinicos son compuestos catidnicos y quimicamente estables en condiciones
fisiologicas. La halogenacion incrementd la degradacion fotoquimica y desestabilizo la
especie fotodindmicamente activa del agente fototerapéutico AzB.

Los estudios de agregacion permitieron identificar a la especie monomérica de los Fs
tiazinicos, que por décadas fueron asignadas erroneamente. Ademas, se establecieron las
tendencias de dimerizacién y formacién de agregados superiores de los compuestos
AzB, AzBBr, Azul de metileno y Tionina, como representantes mas estudiados de esta
familia de Fs. Por otra parte, los estudios fotoquimicos revelaron que la especie dimérica
de estos farmacos presenta mejores propiedades fotoquimicas que las otras especies en
solucion.

Con el objetivo de optimizar las propiedades de estos compuestos, se vehiculizaron en
liposomas multilamelares de Fosfatidilcolina de huevo y Dipalmitoil-Fosfatidilcolina. La
incorporacién de los Fs en las vesiculas lipidicas disminuyé el fendmeno de agregacion
de los agentes fotodinamicos, siendo el fosfolipido natural, el que mayor efecto produjo,
por lo que se selecciond para el desarrollo de Fs de tercera generacion. También se
evaluo la localizacion de AzB y AzBBr en los sistemas de vehiculizacidon y se establecié la
relacion fosfolipido-Fs Optima para la encapsulacidn de estas estructuras tiazinicas.
Finalmente se abordaron diferentes propiedades fotofisicas y fotoquimicas de los Fs en
la matriz liposomal. Estos sistemas disminuyeron la formacion de agregados superiores
de los derivados tiazinicos y consecuentemente incrementaron la produccién de oxigeno
singlete de los compuestos AzB y AzBBr, en comparacién con los Fs libres. El empleo de
este recurso tecnologico, incrementd la estabilidad fotoquimica del derivado
monobromado, lo cual permitiria duplicar la dosis de luz apropiada en el tratamiento
fotodinamico.

En conclusion, la vehiculizacion liposomal de los agentes fototerapéuticos tiazinicos en
liposomas demostrd ser una estrategia exitosa, que mejord las propiedades de los Fs de
segunda generacién y potencid su posible aplicacion en el tratamiento fotodinamico de

numerosas patologias.



OBJETIVOS

La Terapia Fotodinamica ha experimentado un crecimiento vertiginoso en las ultimas
décadas, por ser una herramienta prometedora para el abordaje de importantes
problematicas de salud, tales como el tratamiento de afecciones oncoldgicas y la
resistencia de microorganismos a los agentes antimicrobianos, entre otras.

Los avances cientificos y tecnolégicos han potenciado las aplicaciones de esta modalidad
terapéutica. Sin embargo, se dispone de un numero escaso de Fotosensibilizadores
aprobados para su uso clinico, los cuales distan de reunir las caracteristicas éptimas para
su aplicacion terapéutica. Como consecuencia de ello, se requiere la administracion de
elevadas concentraciones del farmaco para alcanzar buena eficiencia, limitandose
generalmente al tratamiento de patologias superficiales. Tal situacion puso de manifiesto
la necesidad del desarrollo de nuevos agentes terapéuticos y motivo el desarrollo de esta

Tesis Doctoral, planteando los siguientes objetivos:

OBJETIVO GENERAL

Con la finalidad de contribuir al desarrollo de la Fotomedicina, ciencia referida a la
interaccion de farmacos y luz, el objetivo de esta Tesis Doctoral es desarrollar nuevos
agentes terapéuticos para su potencial aplicacién en Terapia Fotodinamica. Siendo el
principal desafio, obtener Fotosensibilizadores que presenten alta efectividad citotdxica
con maxima selectividad sobre las células anormales. Esto proporcionaria una
disminuciobn de los efectos adversos asociados a los tratamientos actuales,
contribuyendo ast a la eficacia, seguridad y confiabilidad de esta novedosa alternativa

terapéutica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Sintetizar, caracterizar y determinar las propiedades de interés

farmacéutico de los Fotosensibilizadores de Segunda Generacion.

A fin de obtener compuestos con mejores propiedades farmacéuticas que los



comerciales, se propusieron derivatizaciones que permitan optimizar algunos de los
requerimientos de un Fotosensibilizador ideal. Cabe destacar que estos farmacos deben
ser faciles de sintetizar, estables, citotdxicos en presencia de luz, selectivos, con absorcion
en la region roja del espectro electromagnético presentando alto coeficiente de extincidn
molar, poseer minima tendencia a la agregaciéon y rapida eliminacién del organismo.

En este marco, se propone la yodacién y la formacion de azo-compuestos de
Fotosensibilizadores tiazinicos, azinicos y triarilmetanos. Asimismo, determinar las
propiedades fisicoquimicas, fotofisicas y fotoquimicas es una etapa relevante en el
desarrollo de nuevos Fotosensibilizadores, entre las cuales se destacan la constante de
ionizacion, agregacion en diferentes medios, estabilidad quimica y fotoquimica, como asi

también el mecanismo de accion fotodinamico.

> Preparar, caracterizar y determinar las propiedades fisicoquimicas,

fotofisicas y fotoquimicas de Fotosensibilizadores de Tercera Generacion.

El uso clinico de numerosos Fotosensibilizadores de primera y segunda generacion se ha
visto dificultado por el dafio inespecifico, degradacion bioldgica e hidrofobicidad, entre
otras propiedades que presentan estos farmacos. A fin de superar estos inconvenientes,
diferentes estrategias de encapsulacién han sido estudiadas para obtener sistemas de
liberacidon biodegradables, con una minima inmunogenicidad y capacidad de incorporar
al agente fototerapéutico sin alterar su actividad, proporcionando un medio adecuado
para la administracion. Estas formulaciones, denominadas de tercera generacion,
permiten mejorar la eficacia y seguridad de los Fotosensibilizadores.

Por lo expuesto se propone como segundo objetivo especifico desarrollar vesiculas
multilamelares y evaluar el efecto de la vectorizacidon en las propiedades fisicoquimicas,

fotofisicas y fotoquimicas mas relevantes de los compuestos seleccionados.



ABDA
AcOH
ALA
AM
ANMAT
AT
AzA
AzB
AzBBr
AzBI
AzC
CTAB
cv
DLS
DMA
DMF
DMSO
DPH
dpPC
DT

EE
EPC
ERO
EtOH
FDA
FRET
Fs

N

3Fs*

ABREVIATURAS

Acido dimalénico de 9,10-dimetilantraceno, siglas en inglés

Acido acético
Acido 5-aminolevulinico

Azul de Metileno

Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia

Azul de Toluidina

Azure A

Azure B

Azure B mono-bromado

Azure B mono-yodado

Azure C

Bromuro de cetiltrimetilamonio, siglas en inglés
Cristal Violeta

Dispersiéon dinamica de la luz, siglas en inglés
9,10-dimetilantraceno

N,N-dimetilformamida

Dimetilsulfoxido

Difenilhexatrieno, siglas en inglés
Dipalmitoil-Fosfatidilcolina, siglas en inglés
Detergente

Eficacia de encapsulacién

Fosfatidilcolina de huevo, siglas en inglés
Especies reactivas del oxigeno

Etanol

Food and Drug Administration

Transferencia de energia de resonancia de Forster, siglas en inglés

Fotosensibilizador

Fotosensibilizador en estado singlete basal o fundamental

Fotosensibilizador en estado singlete excitado

Fotosensibilizador en estado triplete excitado



HAL Hexil éster del acido 5-aminolevulinico

Hp Hematoporfirina

HpD Derivados de Hematoporfirina, siglas en inglés
HPLC Cromatografia Liquida de Alta Eficacia, siglas en inglés
IF Intensidad de fluorescencia

P indice de polidispersidad

Kq Constante de dimerizacion

Kobs Constante de velocidad observada

ko Coeficiente de particion membrana-agua

LC Limite de cuantificacion

LD Limite de deteccidon

LED Diodos emisores de luz, siglas en inglés
m/z Relacion masa/carga, siglas en inglés

MAL Metil éster del acido 5-aminolevulinico
MeOD Metanol deuterado

MeOH Metanol

MG" Magenta Il

MG, Magenta Il di-yodado

MGl Magenta Ill tri-yodado

MLV Vesiculas multilamelares

'o, Oxigeno singlete

pK, Constante de ionizacion o de disociacion acida
PpiX Protoporfirina IX

PR Porcentaje de recuperacién

PRG Porcentaje de recuperacién global

r Coeficiente de regresion lineal

RB Rosa de Bengala

R¢ Relacién de frentes

RN Rojo Neutro

RSD Desviacion estandar relativa, siglas en inglés
SD Desviacién estandar, siglas en inglés

SDS Dodecilsulfato de sodio, siglas en inglés
SRE Sistema reticulo-endotelial

Tm Temperatura de transicién de la fase gel a la liquido-cristalina



too Tiempo de vida util

TFD Terapia Fotodinamica

TFDA Terapia Fotodinamica Antimicrobiana

TEAP Solucién acuosa de fosfato de trietilamina, siglas en inglés
TLC Cromatografia en capa delgada, siglas en inglés

TMA-DPH Trimetilamonio Difenilhexatrieno, siglas en inglés

TN Tionina

tobs t-Student observada o calculada

tr Tiempo de retencion

t t-Student obtenida para el coeficiente de regresion lineal
Vm Volumen de membrana

Vu Volumen de fase acuosa

€ Coeficiente de absortividad molar

Aem Longitud de onda de maxima emision

Aex Longitud de onda de excitacion

Amax Longitud de onda de maxima absorcidn

ba Rendimiento cuantico de formacion de oxigeno singlete



CAPITULO 1

INTRODUCCION GENERAL




1. TERAPIA FOTODINAMICA

La terapia fotodinamica (TFD), también conocida como terapia por fotorradiacién,
fototerapia o fotoquimioterapia, es un tratamiento que involucra la administracién de
medicamentos especiales, denominados agentes fotosensibilizantes o
fotosensibilizadores (Fs). Esta alternativa terapéutica se desarrolla en presencia de luz y
oxigeno molecular, para desencadenar la muerte de células especificas (Figura 1)." La
misma es una técnica simple y eficaz que ha experimentado un crecimiento vertiginoso,
permitiendo el tratamiento de numerosas patologias brindando resultados
alentadores.”® Una de las principales ventajas que presenta la TFD frente a los
tratamientos convencionales, es la alta selectividad. Cada uno de los componentes
necesarios para desencadenar la inactivacion celular (Fs, luz y oxigeno) son inocuos por
st mismos, se requiere de una combinacion de estos tres elementos para ocasionar el
efecto terapéutico. Aun cuando el farmaco se incorpore a células sanas, solo las areas
irradiadas seran afectadas por la actividad terapéutica. Por tal motivo, la selectividad de
la fotoquimioterapia se puede mejorar incrementando la concentracion del Fs en el

tejido blanco y limitando la irradiacion a un area especifica.’

Fs

0, Luz

Figura 1: Elementos esenciales para el tratamiento fotodinamico.

Antiguamente se pens6 que la luz solar era el Unico responsable de la reversion de
trastornos tales como vitiligo, psoriasis, raquitismo, cancer de piel e incluso psicosis. La
utilizacion de luz combinada con sustancias fotosensibles es, en realidad, un enfoque
antiguo para el tratamiento de diferentes patologias. Este proceso terapéutico basado en
la exposicidn al sol se denomind fototerapia o helioterapia. Sin embargo, con el avance
de la ciencia, se observo que existen sustancias enddgenas involucradas en la reversion

de estas patologias y que el proceso fotodinamico es el mecanismo mas preciso para



explicar los efectos curativos de la luz. Se dispone de documentos de 1200-2000 a.C. que
representan médicos egipcios y chinos, asi como profesionales hindues, utilizando
combinaciones de extractos vegetales con la exposicién a la luz solar para el tratamiento
de trastornos de la piel’> Sin embargo, las bases de la TFD fueron investigadas vy
reportadas por Tappeiner y sus colaboradores durante los primeros afios del siglo XX.
Junto al estudiante de medicina Raab evaluaron, en el afo 1900, el efecto de acridina
sobre Paramecium caudatum, y demostraron que la inactivacién de los protozoos
tratados solo se producia luego de la exposicidén a la luz. Como consecuencia de este
descubrimiento, en el afio 1903, bajo la colaboracion del dermatologo Jesionek,
reportaron el tratamiento de un tumor de piel mediante la aplicacidn topica de eosina e
irradiacion con luz blanca. En estudios posteriores, Tappeiner demostrd que la toxicidad
celular requeria de la combinacién fotosensibilizador-luz-oxigeno y en el afio 1907
introdujeron el término "accién fotodinadmica" para describir este fenémeno.®®

Con el objetivo de optimizar y estandarizar la TFD, numerosos Fs fueron evaluados. Los
primeros experimentos que emplearon hematoporfirina (Hp) como agente
fotosensibilizante, fueron realizados por Hausmann en el afio 1911, y desde entonces, las
porfirinas se destacan como las sustancias mas eficaces y estudiadas en la TFD para el
diagnostico y tratamiento de diversos tejidos neoplasicos. Freiderich Meyer-Betz realizd
la primera prueba humana relativa a la aplicacidon de TFD mediada por la autoaplicacion
de Hp y luz solar. Durante los posteriores 60 afios, el efecto fotodinamico fue estudiado
de forma intermitente. Desde la década del 60, los derivados de la hematoporfirina (HpD,
siglas en inglés), presentados por Lipson como una mezcla compleja de diez ésteres de
porfirinas, se mantuvieron como los fotosensibilizadores mas importantes, siendo el
porfimero de sodio (Photofrin®), el primer Fs aprobado para su aplicacién clinica. En la
década siguiente, Dougherty y colaboradores desarrollaron el primer ensayo clinico
sistematico empleando la TFD para el tratamiento de cancer en pacientes. En el afio
1993, Canada fue el pais pionero en emplear este farmaco para el tratamiento del cancer
de vejiga. Posteriormente, se aprobd en Europa y Japon para la TFD de cancer de
pulmon, esofago, gastrico y cervical En el afo 1995, la FDA (Food and Drug
Administration) autorizd la aplicacion de Photofrin® en el tratamiento del céncer
esofagico avanzado y de estadios tempranos del cancer de pulmén.>”?

En Argentina, la primera experiencia en TFD, fue desarrollada en el afilo 2000 por el
Centro de Microscopia Electronica de la Universidad Nacional de Cérdoba. El estudio
clinico, consistio en el tratamiento de 27 pacientes con queratosis actinica, utilizando

acido 5-aminolevulinico (ALA) como Fs e irradiacion con una fuente de luz no coherente.



Todos los pacientes tratados, evidenciaron respuesta terapéutica y el 84% de los casos
presentaron remision completa de la enfermedad.’® En el afio 2008, la Argentina se
convirtid en el primer pais de latino América en aplicar esta terapia para el tratamiento
del cancer. El procedimiento se llevo a cabo en el Hospital General San Martin (La Plata,
Buenos Aires) empleando Photofrin® como agente terapéutico. La Administracién
Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT) lo aprobo para el
tratamiento de cancer de esofago, eséfago de Barrett y cancer de pulmon, siendo el
Laboratorio Techsphere el responsable de la fabricacién y comercializacion de este
medicamento en nuestro pais."' Actualmente, existen 5 Fs autorizados por ANMAT para
diferentes tratamientos fotodinamicos."'™ La Figura 2 esquematiza la evolucion de la
TFD.

1903- Tratamiento topicode
un tumor con eosinay luz

blanca (Jesionek-Tappeiner)

Siglo XXI
- Evaluacion de nuevos Fs
- Disefio de nanoformulaciones
-Nuevas tecnologias de irradiacién

1960s- HpD en TFD
(Schwartz- Lipson)

Extractos vegetales y luz
solar en la medicina

1911- Ensayos con

1970s- Primer ensayo
clinico de TFD empleando

egipcia, hindu y china Hp como Fs HoD (Doughert
(Hausmann) PD (Dougherty) Fs aprobados
! | por ANMAT
2000 aC 1900 2000 Photofrin®
7 Foscan®
2000- TFD en Argentina Visudyne®
1900- Inactivacion de 1913- Primer tratamiento Levulan®
paramecios con acridina y en humano con Hp 2008- Terapia oncoldgica en Argentina :
luz (Raab-Tappeiner) (Meyer-Betz) Metvix ®

término Accion Fotodinamica

1907- Introduccién del

Fs + luz + O,
(Tappeiner)

1993-1995- Photofrin®fue
aprobado en Canada, Europa,
Japény EEUU parael
tratamiento fotodindmico de
patologias oncoldgicas.

Figura 2: Resumen historico de la TFD

Es importante destacar que en las ultimas dos décadas, numerosas investigaciones estan
siendo desarrolladas con el objetivo de disefiar nuevos Fs o vehiculizarlos en diferentes
nanotransportadores para mejorar sus propiedades terapéuticas, como asi también se
estd estudiando la optimizacidon de los sistemas de irradiacion. Estas estrategias
permitiran incrementar la seguridad, confiabilidad y eficacia de los tratamientos

fotodinamicos.



2. PRINCIPIOS BASICOS DE LA TERAPIA FOTODINAMICA

Los procesos fotofisicos y fotoquimicos implicados en la TFD se ilustran en la Figura 3, y
son los responsables de la muerte celular ocasionada por este tratamiento. Los dos
aspectos mas importantes de la TFD son los procesos de absorcion de la luz y de
transferencia de energia. Un Fs en estado basal o fundamental dispone de dos electrones
con espines opuestos en un orbital molecular de baja energia; esto se conoce como el
estado singlete (*Fs). Después de la absorcion de luz en forma de fotones, uno de estos
electrones es impulsado a un orbital de mayor energia, pero mantiene su sentido de
giro, lo que da origen al primer estado singlete excitado del Fs (‘Fs*). Este estado es de
corta duracidon y pierde su energia emitiendo luz por fluorescencia o por conversion en
calor interno. Ademas, el Fs en estado excitado puede someterse a un proceso conocido
como cruce entre sistemas, mediante el cual el espin del electrén excitado se invierte
para pasar a un estado triplete excitado (*Fs*), el cual presenta un tiempo de vida media
mayor, lo que posibilita su interaccién con moléculas del entorno e incrementa el
potencial del Fs como agente terapéutico. El *Fs* puede perder energia mediante la

emision de luz, fendmeno denominado fosforescencia, o bien puede someterse a
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diferentes procesos fotoquimicos.

Reaccién Tipo 2

)0

Cruce entre \
Sist
istemas _J'/

Luz

Reaccion Tipo 1

Fluorescencia

@ Absorbancia

Figura 3: Procesos fotofisicos y fotoquimicos implicados en la TFD.

Mediante el mecanismo Tipo |, el *Fs* puede interactuar directamente con un sustrato

bioldgico (S), tal como la membrana celular, y transferirle un proton o electron dando



origen a radicales anidénicos o catidnicos, respectivamente. Estos radicales pueden
reaccionar adicionalmente con oxigeno para producir especies reactivas del oxigeno
(ERO) tales como radical anion superoxido, radical hidroxilo y peréxido de hidrogeno,
principalmente. Alternativamente, por el mecanismo Tipo I, el *Fs* puede transferir su
energia directamente al oxigeno molecular, para formar oxigeno singlete excitado (*O,).
Ambos mecanismos de accién fotodindmicos (Tipo | y Il) pueden desencadenarse
simultaneamente, y la relacién entre estos procesos depende de las caracteristicas
intrinsecas del Fs utilizado, asi como de las concentraciones de sustrato y oxigeno.'®
Debido a la alta reactividad y la corta vida media del 'O,y de los diferentes radicales,
solo las moléculas y estructuras que se encuentran en proximidad a la zona de su
produccion, es decir en la regidon donde se localiza el Fs, estan directamente afectados
por la TFD."’

Algunos autores sugieren que paralelamente a los mecanismos Tipo | y Tipo Il, podria
producirse una interaccién directa entre el sensibilizador excitado y biomoléculas
presentes en el sistema que desencadenan la muerte celular. Este mecanismo involucra
una accion toxica del *Fs* sobre las células diana y es una via independiente del oxigeno.
Diferentes resultados experimentales y enfoques cinéticos adicionales han demostrado
que este mecanismo difiere basicamente del Tipo | y, por lo tanto, se denomina
mecanismo Tipo I11.1¥*° Aunque estas tres vias podrian ocurrir durante el proceso de
fotosensibilizacion, se sugiere que el Tipo Il predomine sobre los demas. El *O,, generado
por este mecanismo, presenta mayor reactividad que las otras ERO y provoca la

destruccion irreversible de las células tratadas.*®

3. FACTORES CLAVES EN TERAPIA FOTODINAMICA
3.1. AGENTE FOTOSENSIBILIZADOR

Los Fs son compuestos quimicos fotoactivables, que en su estado basal no presentan
actividad citotdxica, pero que al ser excitados con luz de longitud de onda apropiada,
desencadenan una serie de reacciones intracelulares para dar origen a ERO que
ocasionan la muerte de células anormales.? Los Fs, junto al oxigeno y la irradiacién, son
los elementos claves del tratamiento fotodinamico. Por este motivo, el desarrollo de
nuevos Fs desempefa un papel fundamental en la evolucion de la TFD y por lo tanto, se
ha convertido en un importante campo de investigacion para las ciencias quimicas y
farmacéuticas.”’ Un gran nimero de agentes fotosensibilizantes han sido probados in

vivo e in vitro, pero muy pocos han demostrado una adecuada eficacia y seguridad. La



busqueda de nuevos y mejores farmacos fotodinamicos, implica considerar las siguientes

caracteristicas aceptadas como criterios que debe reunir un Fs ideal:*’" 8%

> Ser facilmente sintetizado, a partir de precursores disponibles y mediante
procedimientos reproducibles. Esto garantiza que los medicamentos estén
disponibles comercialmente a bajo costo, con el fin de promover la aplicacién del

tratamiento.

> Presentar alto grado de pureza, composicion quimica conocida y elevada estabilidad,
tanto quimica como fotoquimica, en las condiciones fisioldégicas y de

almacenamiento.

> Caracterizarse por altos coeficientes de absortividad molar entre 600 — 800 nm,
intervalo denominado ventana fototerapéutica. En esta region del espectro
electromagnético, la luz tiene buena capacidad de penetracién en los tejidos, con
baja dispersidn, y energia suficiente para excitar el O, y generar un rendimiento

sustancial de ERO.

> Presentar una excelente reactividad fotoquimica, con altos rendimientos de
formacién del estado triplete con tiempos de vida prolongados, siendo capaz de

producir eficazmente 'O, y otras ERO.

> Caracterizarse por una adecuada lipofilicidad. Ser solubles en los fluidos bioldgicos,
presentando minima tendencia a la agregacion, y lipofilicos para llegar al sitio de
acclon e interaccionar con las células dianas. Ademas, deben ser lo suficientemente
hidrofilicos para incorporarse en formulaciones farmacéuticas de aplicacidén

endovenosa o topica.

» Presentar minima toxicidad en oscuridad, siendo altamente citotoxico en presencia
de luz a una longitud de onda definida. Los Fs no deben generar metabolitos

toxicos.

» Presentar retencion preferencial en las células a tratar, siendo eliminados

rapidamente del organismo, induciendo asi una baja toxicidad sistémica.

Algunas de estas propiedades pueden ser facilmente modificadas mediante el disefio de
nuevos Fs (tales como la longitud de onda de maxima absorcion). Sin embargo, otros
aspectos involucrados en la manipulacidén del perfil farmacocinético, no son tan sencillos
de controlar. Por lo tanto, la busqueda de un nuevo agente terapéutico con la capacidad

de satisfacer las necesidades quimicas, fisicas y biologicas de un Fs ideal esta en curso y



ha dado origen a tres generaciones de agentes fototerapéuticos que seran descriptas a

continuacién.’®
3.1.1. FOTOSENSIBILIZADORES DE PRIMERA GENERACION

Los HpD y Photofrin® son los representantes de los Fs de primera generacion. Estos
compuestos son derivados hematoporfirinicos que han sido desarrollados durante la
década del 70 y a principio de los 80.% La Hp fue obtenida por Scherer en el afio 1841,
mediante la eliminacion del hierro del grupo Hemo de la sangre, luego del tratamiento
con agua. Los HpD son una mezcla compleja de mondmeros, dimeros y oligdmeros,
vinculados entre si por la formacion de éteres, ésteres y enlaces carbono-carbono, que se
obtuvieron a partir del tratamiento de Hp con acido acético (AcOH) y acido sulfurico. Los
procesos asociados con su sintesis se ilustran en la Figura 4. La eliminaciéon de los
mondmeros inactivos de los HpD, mediante el calentamiento de la mezcla de reaccion en
la ultima etapa de la sintesis hasta alcanzar la hidrolisis completa de los mismos, dio
origen a Photofrin®, un producto que consiste en dimeros y trimeros de Hp unidos por

la formacién de éteres.?
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Figura 4: Sintesis de los HpD



Los Fs de primera generacién son una mezcla compleja de compuestos que si bien
manifiestan buena eficacia como agentes fotodinamicos y se localizan preferentemente
en las células tumorales, también exhiben una fotosensibilidad cutanea prolongada y
baja intensidad de absorcién en la ventana fototerapéutica.”>?’ Los pacientes tratados
con estos Fs deben protegerse de la exposicion a la luz solar y artificial durante un plazo
de seis a diez semanas, a fin de disminuir los efectos adversos.**

Photofrin® fue el primer Fs aprobado para su aplicacién clinica en el tratamiento de
cancer de vejiga (1993), esofago (1995), pulmédn (1998) y sindrome de Barrett (2003).
Actualmente se extiende a la terapia de diferentes patologias oncologicas de cabeza,

cuello, abdomen, torax, cerebro, intestino, cervical, piel y mama.?*
3.1.2. FOTOSENSIBILIZADORES DE SEGUNDA GENERACION

Una segunda generacion de compuestos ha sido especificamente disefiada para
minimizar los efectos secundarios y las propiedades indeseables de sus predecesores.
Estos fotosensibilizadores han facilitado la aplicacion de la TFD en el tratamiento del
cancer y en numerosas enfermedades no oncoldgicas.”” Generalmente, estos Fs son
compuestos puros, de estructura quimica conocidas y que presentan maximos de
absorcién a longitudes de onda superiores a 630 nm con altos coeficientes de extincion
molar y rendimientos cuanticos de formacion de 10,, como asi también selectividad por
las células anormales en comparacion con los HpD. Ademas, evidencian mejoras en las
propiedades farmacocinéticas, acelerando la eliminacién de los tejidos normales vy
reduciendo el tiempo del tratamiento fotodinamico, convirtiéndolo en un procedimiento
ambulatorio y disminuyendo la fotosensibilidad cutanea (<2 semanas). St bien estos
compuestos han superado numerosas desventajas de los Fs de primera generacién, la
mayoria de ellos se caracterizan por ser altamente lipofilicos lo cual dificulta su
biodisponibilidad, favorece la autoagregacién e implica un desafio para la elaboracion de
una forma farmacéutica de administraciéon endovenosa. 2%

La mayoria de los Fs de segunda generacion se desarrollaron desde finales de la década
del 80 y comprenden dos grandes grupos, derivados porfirinicos y no porfirinicos,
ademas de una serie de precursores que inducen la formacién de Fs enddgenos. Los
primeros comprenden estructuras macrociclicas y sus derivados denominadas porfirinas,
tales como clorinas, bacterioclorinas, ftalocianinas, porficenos y texafirinas, entre otros.
Por otra parte los Fs no porfirinicos tales como las antraquinonas, fenotiazinas, xantenos
y cilaninas han presentado alentadores resultados en diferentes tratamientos

fotodinamicos.24#>%830



3.1.21.  Fotosensibilizadores porfirinicos

Entre los derivados de las porfirinas se destacan meta-tetra (hidroxifenil) porfirina (m-
THPP, Foscan o Temoporfina) y 5,10,15,20- tetrakis (4 -sulfonatofenil) -21H, 23H-porfirina
(TPPS,). Estos compuestos son estructuras puras, extremadamente potentes, que se
fotoactivan a longitudes de ondas superiores a las correspondientes a HpD, con mayores
coeficientes de extincidén molar. Debido a la potencia de los Fs de segunda generacién,
las dosis de farmaco y la intensidad luminosa requeridas para obtener una respuesta
similar a Photofrin® son hasta 100 veces mas bajas, como consecuencia de las
propiedades fotofisicas y fotoquimicas de los nuevos Fs. Las estructuras quimicas de

estos compuestos se muestran en la Figura 5.
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Figura 5: Derivados porfirinicos de segunda generacion.

Las clorinas y bacterioclorinas (Figura 6) son porfirinas hidrofilicas reducidas, que
exhiben dos propiedades importantes: alto rendimiento cuantico de produccién de 0,y
banda de absorcion intensa a longitudes de onda mayores, en comparacion con las
porfirinas, donde los tejidos bioldgicos son mas transparentes a la luz. Particularmente
las bacterioclorinas son candidatos atractivos para el tratamiento fotodinamico de
diversas patologias, debido a su fuerte absorcion en la region del infrarrojo cercano, pero
presentan la desventaja de su potencial oxidacidén. Otras moléculas macrociclicas
similares a la porfirina son las ftalocianinas (Figura 6). Debido a su naturaleza aromatica,
estos compuestos absorben intensamente en la region del infrarrojo cercano, presentan

muy buena produccion de ERO y excepcional estabilidad. Una desventaja significativa de



las ftalocianinas es su baja solubilidad en diversos disolventes, por lo que evidencian
elevada tendencia de agregacion.?**%3!

Otros macrociclos porfirinicos menos estudiados, pero que presentan potenciales
aplicaciones fotodinamicas y se destacan en diferentes fases de ensayos clinicos son los
compuestos derivados de los porficenos y las texafirinas (Figura 6). Estos Fs se
caracterizan por ser eficientes productores de ERO, presentar maximos de absorcion a
longitudes de onda superiores a los 700 nm, estructuras quimicas versatiles que
posibilitan numerosas derivatizaciones a fin de incrementar el tiempo de vida de los

estados excitados y potenciar la eficacia terapéutica.”**>*>*
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Figura 6: Estructura basica de los macrociclos porfirinicos.

3.1.2.2.  Fotosensibilizadores no porfirinicos

El desarrollo de Fs no porfirinicos para su aplicacion en el tratamiento fotodinamico se
encuentra desfasado considerablemente con respecto a la evolucién de los derivados de
porfirina. Principalmente, se ha enfocado en compuestos catidnicos, tales como las
fenotiazinas, que incluyen el Azul de Metileno (AM, Figura 7A) y el Azul de Toluidina (AT,

Figura 7B). La carga positiva de estos compuestos les confiere alta selectividad por las



células cancerigenas y bacterianas. Numerosa bibliografia sostiene que el potencial de
membrana mitocondrial de las células tumorales es mas negativo que el correspondiente
a las normales, por lo cual los Fs cationicos quedan retenidos principalmente en las
células a tratar.>® Por otra parte, la pared celular de las bacterias posee componentes
aniénicos que interaccionan facilmente con farmacos catidnicos. Ademas, compuestos
cationicos ingresan lentamente a las células huésped mediante el proceso de
endocitosis, mientras que su absorcidn en bacterias es relativamente rapida, lo que

favorece la acumulacién de los Fs en las células blanco.*
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Figura 7: Estructura quimica de los Fs tiazinicos (A) AM y (B) AT.

Las fenotiazinas, también conocidas como tiazinas, presentan altos coeficientes de
extincion molar entre 600 y 800 nm. EL Fs, AM, ha sido aplicado en el tratamiento clinico
de carcinoma de células basales y sarcoma de Kaposi. Ademas, existen ensayos in vitro
de adenocarcinoma, carcinoma de vejiga y células tumorales cervicales. Por otra parte, el
compuesto AT ha sido ampliamente estudiado frente a la inactivacion de diveros
microorganismos patdégenos y ha presentado resultados alentadores en la
fotoinactivacion de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas. Ambos Fs tiazinicos son
actualmente evaluados para el tratamiento de la periodontitis cronica.?**

Como representantes de la familia de los xantenos se destacan Rosa de Bengala (RB,
Figura 8A) y el éster metilico de 4,5 - dibromorodamina (TH9409, Figura 8B). La
presencia de atomos de haldgenos en la estructura de estos compuestos aumenta la
eficiencia del cruce entre sistemas al *Fs* y favorece la produccién de 'O,. El compuesto
RB ha demostrado buenos resultados en el tratamiento fotodinamico de carcinoma
mamario y melanoma metastasico, mientras que TH9409 es eficaz frente a la enfermedad
de injerto contra huésped, produciendo la destruccion de los linfocitos mediante
apoptosis.?!

Las antraquinonas y cianinas son otras de las familias de Fs no porfirinicos mas
estudiadas. La Hipericina (Figura 9A) es una antraquinona natural con propiedades

fotoquimicas definidas y presenta selectividad por las células tumorales. Por otra parte,



Merocianina 540 (Figura 9B) es el representante de las cianinas evaluado en TFD de

leucemia y neuroblastoma.**
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Figura 8: Estructura quimica de los derivados de los xantenos: (A) RB y (B) TH9402.

HO CHs

HO CHj

SOzNa

OH (0] OH

Figura 9: Estructura quimica de (A) Hipericina y (B) Merocianina 540.

3.1.23.  Fotosensibilizador enddgeno: precursores

Una alternativa en el tratamiento fotodinamico es la administracion de precursores
metabolicos con el objetivo de inducir la generacion de Protoporfirina IX (PplX, Figura
10), un Fs enddégeno.”® Este compuesto es un intermediario en la biosintesis de la
hemoglobina (la proteina de union al oxigeno en los globulos rojos) y la mioglobina
(proteina que une el oxigeno a los musculos). En condiciones normales, la PplX esta
presente en una concentracidn extremadamente baja para producir una reaccion de
fotosensibilizacién. Sin embargo, st se administra un exceso de ALA (Figura 11A),

metabolito enddégeno mitocondrial que se genera a partir de succinyl-CoA vy glicina, se



estimula la sintesis de PplX, el cual puede acumularse y aplicarse en el tratamiento
fotodinamico de diferentes patologias. Si bien la mayoria de las células humanas
expresan las enzimas implicadas en la sintesis de este Fs enddgeno, la actividad

enzimatica de los tumores se diferencia de aquellas caracteristicas de las células

normales, lo que conduce a una mayor acumulacion de PplX en el tejido dafado,
32,36

brindando selectividad al tratamiento.
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Figura 10: Estructura quimica del Fs endégeno PplX.

Actualmente, la TFD con ALA y sus derivados, ALA-metil éster (MAL, Figura 11B) y ALA-
hexil éster (HAL, Figura 11C), es un tratamiento aprobado para su aplicacion en
numerosas afecciones malignas y premalignas tales como queratosis actinica, carcinoma
basocelular, enfermedad de Bowen y cancer de vejiga, entre otras. Ademas, estos
compuestos son eficaces en la deteccion de lesiones y la identificacion de margenes de
reseccion quirdrgica, debido a que PplX presenta intensa fluorescencia, cuando se excita

con la luz violeta.?**
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Figura 11: Estructura quimicas de ALA (A), MAL (B) y HAL (C).

3.1.3. FOTOSENSIBILIZADORES DE TERCERA GENERACION

La mayoria de los Fs de primera y segunda generacion son de naturaleza aromatica e

hidrofoba, por lo que presentan pobre o limitada solubilidad en agua. En consecuencia,



estos compuestos se agregan facilmente en condiciones fisiologicas, reduciendo
significativamente los rendimientos cuanticos de la produccién de ERO. Por otra parte,
los Fs hidrofilicos no presentan una adecuada selectividad entre las células blanco y las
normales para su aplicacion clinica.’’ El uso de numerosos sistemas transportadores de
Fs, también denominados nanoparticulas, es un enfoque prometedor para superar estos
inconvenientes. El empleo de nanomateriales puede ayudar a satisfacer los diferentes
requisitos de un agente fototerapéutico ideal para su aplicacion en TFD.# La
combinacién de Fs y diferentes sistemas de vectorizacion dio origen a los Fs de tercera
generacién, también conocidos como nanofotosensibilizadores.’

En los ultimos aios, la nanotecnologia ha contribuido significativamente al desarrollo de
nuevas formulaciones farmacéuticas que permitan incrementar la solubilidad,
biodisponibilidad, absorcién, distribucion, metabolismo y excrecion de farmacos, con la
consecuente disminucion de la toxicidad. Los sistemas transportadores de farmacos

ofrecen varias ventajas sobre las formulaciones convencionales:***"~?

Protegen al agente terapéutico de la degradacion prematura.

Aumentan la solubilidad del farmaco, disminuyendo su agregacion.
Incrementan el tiempo de circulacion del farmaco en el torrente sanguineo.
Mejoran la incorporacion celular.

Aumentan la selectividad hacia las células blanco.

Previenen el eflujo mediante bombas de resistencia a multiples farmacos.

YV V. .V V VYV V VY

Posibilitan la co-administracion de dos o mas farmacos (incluyendo

guimioterapicos) para la terapia de combinacion.

A diferencia de los sistemas tradicionales de administracion de farmacos, no se requiere
que los nanofotosensibilizadores liberen las moléculas del Fs para evidenciar la accion
terapéutica. En estas nuevas formulaciones farmacéuticas, es esencial que las ERO
puedan difundir desde la matriz nanoparticulada para ejercer la fotosensibilizacion
celular.’” Numerosas estrategias de vehiculizacién han sido evaluadas con el objetivo de
alcanzar una terapia altamente selectiva y efectiva. A continuacién se detallan las
caracteristicas relevantes de los sistemas transportadores de farmacos, empleados en el

desarrollo de Fs de tercera generacién aplicables en TFD.
3.1.3.1. Liposomas

Los liposomas son una de las primeras plataformas tecnoldgicas aplicadas para la

vehiculizacion de farmacos. Actualmente, estan disponibles numerosas formulaciones



liposomales aprobadas para diferentes usos medicinales y muchas mas se encuentran en
las etapas correspondientes a los estudios clinicos y preclinicos previos a su
aprobacion.?> Estos sistemas consisten en vesiculas concéntricas formadas por bicapas
lipidicas cuyo componente principal son los fosfolipidos naturales o sintéticos. Su
capacidad para vehiculizar farmacos hidrofilicos en su nucleo acuoso y agentes
hidrofobicos en la membrana envolvente, los convierte en excelentes vehiculos
terapéuticos (Figura 12A).”

Los liposomas son en la actualidad, los sistemas transportadores de farmacos con mayor
aplicaciéon en clinica y en particular son los vehiculos mas empleados en la vectorizacion
de Fs.* La encapsulacion de farmacos en liposomas ha proporcionado una valiosa
oportunidad para incrementar la solubilidad de los agentes fotosensibilizantes en
medios acuosos y mejorar su estabilidad quimica y fotoquimica. Al mismo tiempo, estos
sistemas de vehiculizacion han permitido disminuir la agregacion de los Fs,
incrementando su actividad in vitro e in vivo, reduciendo su toxicidad y mejorando su
biodistribucion. Numerosos estudios demuestran que el empleo de liposomas en el
desarrollo de Fs de tercera generacién presenta mayores beneficios en comparacion con
otros sistemas de vehiculizacidon, tales como micelas y nanoparticulas poliméricas o
metalicas, entre otros.*!

Diferentes innovaciones tecnoldgicas han permitido modificar los liposomas
convencionales, dando origen a una gran variedad de vesiculas lipidicas con mayor vida

media en el organismo y una liberacién sitio especifica del farmaco.*
3.13.2.  Micelas

Las micelas, junto a los liposomas, fueron los primeros sistemas estudiados con el
objetivo de transportar Fs con aplicacion fotodinamica. Las micelas son estructuras de
monocapa formadas por tensioactivos anfifilicos o moléculas de copolimeros, en las que
la cabeza hidrofilica estd en contacto con la fase acuosa (tipicamente el disolvente
circundante) y las colas hidréfobas se dirigen al centro (Figura 12B y 12C)."°
Generalmente se aplican al transporte de Fs hidrofobicos, que pueden incorporarse
filsicamente o unirse covalentemente al nucleo hidréfobo. La regidn externa de la
envoltura formada por los segmentos hidréfilos mantiene una interface de estabilizacion
entre el compartimento hidrofobo y el entorno acuoso, permitiendo asi solubilizar los Fs
hidrofilicos y anfifilicos.*

Las micelas poliméricas han sido ampliamente utilizadas en los ultimos afios debido a la

mayor estabilidad que presentan, en comparacién con los sistemas micelares basados en



agentes tensioactivos convencionales. Esta propiedad puede atribuirse a la presencia de
multiples sitios de interaccién hidréfobos en la cadena polimérica. Estos sistemas se
preparan frecuentemente por asociacion de copolimeros dispersos en un medio acuoso,
formando particulas con diametros inferiores a 100 nm, esto le confiere buena
biodisponibilidad y acumulacién en el sitio de accion. *°

En la TFD, las micelas poliméricas han sido ampliamente investigadas como una
plataforma alternativa para el suministro de Fs hidréfobos y presenta varias ventajas,
tales como preparacion simple, carga eficiente del farmaco sin modificacion quimica y
liberacion controlada.”® Ademas, estudios previos revelaron que el efecto secundario de
fotosensibilidad cutanea ocasionada por el tratamiento con diferentes porfirinas vy
ftalocianinas no se evidenci6 con la administracién de las correspondientes

formulaciones micelares.**

Figura 12: Sistemas transportadores de farmacos empleados en el desarrollo de Fs de tercera

generacion: Liposomas (A); micelas de agentes tensioactivos (B) y micelas poliméricas (C).

3.1.3.3.  Nanoparticulas sélidas

Las nanoparticulas soélidas son sistemas transportadores de farmacos de tamafio sub-
micrométrico, que han surgido recientemente como una nueva y prometedora
herramienta para la administracion de farmacos en TFD.?**° Estos sistemas de
vehiculizacion ofrecen numerosas ventajas sobre los Fs de segunda generacidon tales
como la capacidad para suministrar una gran cantidad de farmaco en las células dianas,
prevenir la degradacién en el entorno bioldgico e incorporar multiples componentes
como agentes de contraste y ligandos con la finalidad de incrementar la selectividad.
Estas ventajas representan un gran potencial que permitirla mejorar numerosos aspectos

de la TFD tales como la selectividad y la hidrofobicidad de los Fs.*®



Las nanoparticulas sélidas pueden estar constituidas por polimeros, metales, lipidos y
ceramicas, entre otros materiales, dando origen a una gran variedad de sistemas

transportadores de farmacos. Los mas utilizados en el desarrollo de Fs de tercera

39,46

generacion son las nanoparticulas poliméricas, de silice y de oro (Figura 13).

Figura 13: Nanoparticulas solidas empleados en el desarrollo de Fs de tercera generacion:

nanoparticulas poliméricas (A); nanoparticulas se silice (B) y nanoparticulas de oro (C).

Las nanoparticulas basadas en polimeros (Figura 13A) se consideran sistemas de
vectorizacion de farmacos mas atractivos que los liposomales y los micelares, debido a
su mayor estabilidad y pequeio diametro, lo que impide su reconocimiento por los
macrofagos y las proteinas, permitiendo asi un tiempo prolongado de circulacion
plasmatica. Ademas, estos vehiculos pueden incorporar mayor cantidad de Fs y ofrecen
un mejor control sobre el proceso de liberacion. La matriz polimérica protege al farmaco
de entornos agresivos tales como luz, pH y procesos de degradacién enziméaticos.” Los
farmacos hidréfobos pueden ser atrapados facilmente en el nucleo de las nanoparticulas
poliméricas, mediante interacciones hidrofébicas o electrostaticas con los polimeros.*’
Los componentes de estos nanosistemas deben tener una buena biocompatibilidad.
Entre los mas empleados en el transporte de ingredientes farmacéuticos activos se
destacan poli (acido lactico), poli (acido glicdlico) y su copolimero. Ademas, es
importante resaltar la aplicacion de compuestos naturales tales como quitosano,
alginato, albimina y colageno.*

Las nanoparticulas de silice (Figura 13B) presentan numerosas ventajas en comparacion
con los sistemas poliméricos, incluyendo su naturaleza no tdxica, propiedades inertes y
estables. Debido a que no son biodegradables, el tamafio de particula debe ser
cuidadosamente controlado para asegurar su eliminacion del organismo a través del

rindn y evitar su captura por el sistema reticulo-endotelial (SRE). Debido a su elevada



porosidad, las nanoparticulas de silice tienen una alta capacidad de carga de los Fs y
contribuyen significativamente a la eficacia de la TFD. Los poros de estas nanoparticulas
son lo suficientemente pequefios para bloquear la liberacion del farmaco, pero son
permeables al oxigeno molecular y al 'O, generado. En consecuencia, esta ERO puede
generarse eficientemente mediante la irradiacion con luz adecuada, atravesar la
superficie intrinsecamente porosa de la nanoparticula y causar un dafo significativo en
las células tratadas.®”*®

Las nanoparticulas de oro (Figura 13C) se han explorado en diferentes aplicaciones
biomédicas desde hace mas de 40 afos. Numerosas biomoléculas y farmacos pueden
unirse facilmente a la superficie de estos sistemas, transformandolos en alternativas
interesantes para el desarrollo de materiales multifuncionales con aplicacién en los
tratamientos del cancer y otras patologias.” Las nanoparticulas de oro incrementan el
campo de la luz incidente a su alrededor, debido al efecto de resonancia de plasmén de
superficie localizada, lo que podria aumentar la eficiencia de excitaciéon del Fs que
transportan.”® Estudios previos demostraron que la vehiculizacion de porfirinas,
ftalocianinas y tiazinas en nanoparticulas de oro incrementd el tiempo de circulacion
sanguinea, el suministro selectivo a los tejidos tumorales, el rendimiento cuantico de

generacién de '0, y la actividad fotodinamica de los Fs libres.™

3.2. FUENTES DE LUZ

Las fuentes de luz empleadas en el tratamiento fotodindmico deben presentar
caracteristicas espectrales adecuadas que coincidan con el intervalo de longitudes de
onda de maxima absorcion del Fs, con el fin de generar niveles adecuados de ERO para
producir efecto citotoxico.'” La mayoria de los Fs se activan con luz roja entre 630 y 700
nm, la cual tiene un poder de penetracion en los tejidos entre 0,5 cm (a 630 nm) y 1,5 cm
(a 700 nm).%* El desarrollo de sistemas de irradiacion y de dispositivos de administracion
apropiados, con los pertinentes parametros dosimétricos, son los componentes claves
de la practica clinica de la TFD. La entrega exacta de luz al tejido blanco podria lograrse
mediante una combinacién técnica de fuentes de luz adecuadas y dispositivos 6ptimos
de suministro de fibra 6ptica, consistentes en fibras de cuarzo con puntas difusoras
cilindricas de diferentes longitudes y flexibilidad o fibra 6ptica con una lente.'®

Las primeras fuentes de luz aplicadas en TFD fueron de luz no coherentes, las cuales
incluyen lamparas de filamento de tungsteno, halégeno de cuarzo, arco de xendn, haluro
metalico y lamparas de sodio revestidas de fosforo. Estos sistemas son adecuados para

el tratamiento de grandes areas, siendo los mas seguros, faciles de utilizar y de menor



costo. Estas fuentes de luz pueden producir espectros de longitudes de onda amplios,
por lo que se utilizan conjuntamente con filtros Opticos para acotar el rango de
irradiacion. Las desventajas de las lamparas convencionales incluyen efecto térmico
significativo, baja intensidad de luz y dificultad para controlar la dosis. Sin embargo, en la
actualidad, la mayoria de estos inconvenientes pueden ser superados por un disefio de
ingenieria cuidadoso. Por ejemplo, BLU-U® (Figura 14A) es un sistema de iluminacién
que emite a 400 nm y esta aprobado para el tratamiento de queratosis actinica con ALA
en rostro y cuero cabelludo. La ldmpara LumaCare™ (Figura 14B), es un sistema de
irradiacion portatil y compacto, que proporciona sondas de fibra Optica intercambiables
que contienen una serie de lentes y filtros dpticos. Este dispositivo puede emitir luz entre

350-800 nm, con potencia variable, lo que posibilita la activacidon de una amplia gama de
Fs 23,2447

Figura 14: Fuentes de luz no coherente utilizadas en TFD. (A) Blu-U® y (B) LumaCare™.

Los diodos emisores de luz (LED, sigla en inglés) son sistemas emergentes para la
aplicaciéon de luz en el tratamiento fotodinamico. Un LED es una fuente de luz direccional
con la maxima potencia emitida de manera perpendicular a la superficie emisora. Son
sistemas compactos, livianos, no emiten calor, requiere poca energia para producir
irradiaciones a diferentes longitudes de onda y se puede montar en una amplia gama de
geometrias y tamafos. Dependiendo de la profundidad de las patologias a tratar, los LED
pueden implantarse en el extremo de diferentes catéteres hasta conformar pantallas para
la irradiacién de grandes superficies. Dentro de los equipos de irradicidn LED se destacan

Omnilux reactive ™ (633nm, Figura 15A), indicado para TFD de cancer de piel, y Omnilux



Blue ™ (415nm, Figura 15B), aprobado para el tratamiento del acné y queratosis

actinica.®®
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Figura 15: Fuentes de luz LED utilizadas en TFD. (A) Omnilux reactive ™ y (B) Omnilux Blue ™.

Sin embargo, las fuentes de luz mas utilizadas en los tratamientos fotodinamicos son los
laseres. Estos sistemas producen luz monocromatica de alta energia, a una longitud de
onda especifica para un Fs determinado. La luz laser puede ser transmitida a través de
una fibra optica y suministrada directamente al sitio de accion a través de una microlente
o un difusor cilindrico o esférico. En TFD se han utilizado laseres de colorante-Argon, de
fosfato de titanio y potasio (KTP), de vapor de metal y, mas recientemente, laseres de
diodo. Estos ultimos son portatiles, livianos y menos costosos que los anteriores. Diomed
630 PDT (Figura 16), laser de diodo que emite luz a 630 nm, obtuvo la aprobacién para

el uso con Photofrin® en el tratamiento de malignidades esofagicas y pulmonares.'®*’

Figura 16: Fuente de laser de diodos utilizadas en TFD. Diomed 630 PDT.



4. TRATAMIENTO FOTODINAMICO

La TFD es una modalidad terapéutica en auge debido a que presenta numerosas ventajas
sobre los tratamientos convencionales. Es una técnica minimamente invasiva,
ambulatoria, que presenta baja toxicidad sistémica y puede aplicarse repetidamente en
el sitio de accién. Tiene un atractivo particular en oncologia porque puede combinarse
con quimioterapia, radiacion ionizante o cirugia. Ademas, el tratamiento fotodinamico
presenta selectividad dual, depende de la capacidad que presenta el Fs para acumularse
en el sitio de accion y de la activacion localizada del mismo, como consecuencia de la
irradiacion especifica de la zona afectada.'®”*’*° A fin de alcanzar la maxima eficacia

terapéutica, el procedimiento clinico de la TFD involucra cuatro etapas, tal como se
7 2450

~Iﬁ?{‘r |

Figura 17: Procedimiento clinico de la TFD.

muestra en la Figura 1

1- Se administra el Fs al paciente, generalmente por via tépica o intravenosa, segun
la afeccion a tratar y en funcion de las propiedades del agente terapéutico.

2- Se permite que transcurran entre 3 y 96 horas antes de proceder a la iluminacién
de la zona afectada. De este modo, se alcanzan niveles de acumulacion diferencial del Fs
en el tejido anormal respecto al sano. El tiempo de espera permite que el farmaco se
distribuya en el organismo, se localice selectivamente en las células afectadas, debido a
diferencias fisioldgicas con el tejido normal, y se elimine adecuadamente del paciente.

3- Se irradia localmente la zona afectada empleando una fuente de irradiacién
apropiada para el tratamiento fotodinamico. Es importante destacar que la dosis de luz
suministrada debe ser suficientemente alta como para causar una respuesta eficaz.

4- Se desencadenan una serie de reacciones intracelulares, que dan origen a la
formacién de ERO (Seccidon 2 de este Capitulo) que producen un dafio bioldgico

irreversible en la zona tratada, conduciendo a la muerte celular.



La destruccion celular puede desencadenarse por distintas vias:"%**

- Lipoperoxidacion de la membrana: los lipidos que constituyen la membrana
mitocondrial, lisosomal y del reticulo endoplasmatico celular pueden ser oxidados por
las dliferentes ERO generadas durante el tratamiento fotodinamico, lo que ocasiona la

muerte por necrosis 0 apoptosts.

- Injuria endotelial: dafio a la vasculatura con contraccion arteriolar, trombosis venular y

estasis de flujo sanguineo con carencia nutricional y muerte celular.

- Inflamacion: proceso inducido por la degradacion de los fosfolipidos y liberacion de
mediadores inflamatorios con acumulacion de macrofagos y neutrdfilos. La
degranulacion de los neutrofilos incrementa el estrés oxidativo, libera enzimas

lisosomales y agentes quimiotacticos.

St bien la implementacion de la TFD ha mejorado considerablemente la calidad y la
esperanza de vida de los pacientes con cancer y otras patologias no oncoldgicas, se
requieren nuevos avances en la selectividad y la eficacia terapéutica a fin de superar
numerosos efectos secundarios relacionados con la TFD clasica, principalmente la
fotosensibilidad cutanea que limita la exposicidn solar de los pacientes con posterioridad

al tratamiento.***’

5. APLICACIONES TERAPEUTICA

La TFD ha experimentado un crecimiento vertiginoso en los Ultimos aflos debido a su
potencial para el tratamiento de una amplia variedad de situaciones clinicas, entre las
cuales cabe destacar el tratamiento curativo y paliativo de numerosas patologias
oncologicas y no oncologias. A continuacion se detallan los principales resultados

obtenidos con el tratamiento fotodinamico.

5.1. ONCOLOGICAS

La TFD presenta antecedentes en el abordaje de una gran variedad de tumores sélidos.?
Los principales avances se centraron en el tratamiento de afecciones superficiales, tales
como el carcinoma superficial de células basales, queratosis actinica y enfermedad de
Bowen, debido a las limitaciones de los sistemas de irradiaciéon y la restringida
penetracién de la luz en los tejidos. Los Fs, ALA y MAL, fueron los mas utilizados en la
terapia de estas patologias.”® Ademas ALA presentd resultados prometedores en el

tratamiento de la enfermedad de Paget y de ciertos tumores cerebrales, como los



gliomas.”® Por otra parte, Photofrin® se aprobé para la terapia del cancer temprano de
pulmon y eséfago, conducto biliar, vejiga, cerebro y ovario, mientras que el derivado
porfirinico, Temoporfin, demostré buenos resultados en el tratamiento paliativo del
cancer en ductos biliares, bronquios, cabeza y cuello.” Algunos Fs emiten fuertes sefiales
de fluorescencia bajo irradiacién con luz de longitudes de onda especificas. Esta
propiedad sustenta las bases del Diagndstico por Fluorescencia, el cual ayuda a visualizar
la localizacidon de los tumores como ast también, los margenes entre el tejido afectado y

el sano.”

5.2. NO ONCOLOGICAS

St bien la TFD ha estado principalmente enfocada al tratamiento del cancer, en los
ultimos afios se profundiza el estudio de nuevas aplicaciones en diferentes campos no

oncologicos:

Enfermedades infecciosas: |a inactivacion fotodinamica de bacterias, virus y hongos es
una alternativa exitosa para sortear la resistencia de los microorganismos a las terapias
convencionales. Particularmente, esta modalidad terapéutica se denomina Terapia
Fotodindmica Antimicrobiana (TFDA), Inactivacidn Fotodinamica o Quimioterapia
Antimicrobiana Fotodindmica.> Diferentes bacterias gram-negativas y gram-positivas, en
estado plancténico y formando biofilms, han sido tratadas con numerosos Fs,
evidenciando resultados prometedores.”>® Principalmente los compuestos catidnicos
fueron capaces de inactivar a ambos microorganismos sin la necesidad de permeabilizar
la membrana externa utilizando cloruro calcico, acido etilendiaminotetraacético (EDTA) o
polimixina B. Las causas de este comportamiento podrian atribuirse a la interaccion
electrostatica que mantiene unidos a los Fs con carga positiva y los grupos negativos de
la membrana externa de las bacterias.™
Por otra parte, se ha demostrado que los virus de la hepatitis A, B, de la
inmunodeficiencia humana y del Nilo Occidental, como asi también los parvovirus son
inactivados mediante el tratamiento fotodinamico de los componentes de la sangre con
AM.>

Oftalmologia: la degeneracion macular asociada a la edad es una de las principales
causas de ceguera en personas de mas de 50 aflos y se debe a un rapido crecimiento
anormal de vasos sanguineos en la retina. La ruptura de estos vasos produce una

progresiva pérdida de la capacidad visual y en el 80-90% de los casos no existe ninguna



modalidad terapéutica adecuada para lograr la regresion. Visudyne® fue aprobado

internacionalmente para el tratamiento de esta patologia.’®*®

Dermatologia. mediante la TFD se tratan enfermedades dermatologicas no
oncologicas como psoriasis, malformaciones vasculares, morfea, sarcoidosis y acné. Por
otra parte, el “"Rejuvenecimiento Fotodinamico” se ha convertido en una técnica habitual
para la prevencion y tratamiento del fotoenvejecimiento. Los signos visibles de esta
afeccion son la aparicion de hiperpigmentaciones, telangiectasias, arrugas superficiales y
pérdida de elasticidad de la piel. En todos los casos, el procedimiento terapéutico
empleado, consiste principalmente en la administracion topica de ALA e irradiacion

apropiada con diferentes fuentes de luz.>**°

Ginecologia: el tratamiento fotodinamico del endometrio es una alternativa a la
histerectomia para mujeres con hemorragias uterinas disfuncionales.”® Estudios
preliminares proponen a la TFD como una alternativa terapéutica para pacientes con
embarazo extrauterino y endometriosis. Sin embargo, es necesario profundizar estos
ensayos para evaluar potenciales dafos y efectos adversos, antes de aplicar la TFD a

seres humanos.®

- Arteriosclerosis: \a posibilidad de tratar esta enfermedad con la TFD se basa en el
hecho de que las placas de ateroma, en las arterias dafadas, retienen concentraciones
mas elevadas de porfirinas que la pared vascular normal.”® El tratamiento fotodinamico
con ALA podria reducir el contenido de macréfagos e inhibir la progresiéon de la placa,
indicando un enfoque prometedor para tratar la placa aterosclerética inflamada. Esta
modalidad terapéutica previene o inhibe la reestenosis después de la colocacién de una

endoprotesis vascular (stend).®*
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CAPITULO 2

SINTESIS Y CARACTERIZACION DE
FOTOSENSIBILIZADORES DE
SEGUNDA GENERACION




1. DISENO DE FOTOSENSIBILIZADORES DE SEGUNDA GENERACION

Un Fs clinicamente exitoso debe cumplir una serie de requisitos detallados en la Seccion
3.1, Capitulo 1. Frente al desafio de optimizar las propiedades de los Fs de primera y
segunda generacién disponibles, numerosos investigadores evaluaron el efecto de
diferentes modificaciones estructurales sobre las propiedades fisicoquimicas, fotofisicas y
fotoquimicas de estos farmacos.'” Principalmente se enfocaron en incrementar la
acumulacién selectiva del agente fototerapéutico en células o tejidos afectados, producir
corrimientos batocromicos de la longitud de onda de maxima absorcion (Ayax) del Fs'y
mejorar el rendimiento cuantico de formacién de 10, (b))

A diferencia de los farmacos convencionales, el concepto de selectividad en los
tratamientos fotodinamicos se refiere, principalmente, a la acumulacién preferencial del
Fs entre células humanas sanas y a tratar, sin disponer de un sitio de unién subcelular
especifico. La captacidn selectiva del farmaco es crucial para la TFD y TFDA debido a que
las ERO tienen una vida media corta y actuan especificamente en zonas préximas al sitio
de produccién.’ Estudios previos han demostrado que la localizacién del agente
terapéutico en mitocondrias, lisosomas, reticulo endoplasmico, aparato de Golgi y
membranas plasmaticas produce un efectivo dafio tumoral.°® Por otra parte, en la TFDA
se evidencid que la excitacion del Fs puede inducir dafios en la pared celular, la
membrana citoplasmatica, ribosomas y acido nucleico de los microorganismos,
induciendo su muerte.’ Las caracteristicas estructurales mas relevantes que pueden
afectar la acumulacion selectiva de los agentes fotosensibilizantes son: la carga idnica
neta, el grado de hidrofobicidad y la asimetria molecular. Particularmente, los Fs
catidnicos presentan alta selectividad por las células cancerigenas y bacterianas debido a
la diferencia en los potenciales y componentes de las membranas de las células
huéspedes y patoldgicas (Seccién 3.1.2.2., Capitulo 1).%™

Los Fs utilizados en aplicaciones biologicas deben absorber luz en la ventana
fototerapéutica (600 — 800 nm), a fin de evitar la interaccion de la irradiacion con las
moléculas enddgenas y garantizar la activacidn del agente terapéutico. Las estrategias
que han demostrado un incremento considerable en la Amax de estos compuestos son la
inclusion de atomos pesados y grupos aromaticos en la estructura base de los Fs.>'*?
Ademas, modificaciones en cadenas laterales del cromdforo han sido evaluadas vy,
aunque presentan menor desplazamiento batocrdmico que las derivatizaciones

anteriores, son utilizadas en el disefio de nuevos compuestos fotodinamicos.



Con el objetivo de incrementar la reactividad fotoquimica de los Fs, se propusieron
diferentes modificaciones estructurales que estabilizan el °Fs’. La inclusion de atomos
con un alto nimero atdomico favorece el cruce entre sistemas de los estados excitados
del Fs, debido a las grandes constantes de acoplamiento spin-orbital, lo que se
denomina “efecto del atomo pesado”. La sustitucién periférica por bromo o yodo en el
croméforo o la inclusion de azufre o selenio como heteroatomos en los anillos de
diferentes compuestos triciclicos como tiazinas, azinas y oxazinas, entre otros, es practica

habitual en la potenciacién de la produccion de 'O, y otras ERO.>***

1.1. SELECCION DE PROTOTIPOS

Diferentes Fs catidnicos no porfirinicos se consideraron como prototipos para el
desarrollo de nuevos agentes fotodinamicos de segunda generacion. Derivados de las
familias de las azinas, tiazinas y triarilmetanos (Figura 1) se seleccionaron como
precursores en base a sus propiedades fisicoquimicas, fotofisicas, fotoquimicas y los

antecedentes en tratamientos fotodinamicos.
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Figura 1: Estructura de los Fs seleccionados como prototipos. Familia de las azinas (A), tiazinas

(B) y triarilmetanos (C).

- Rojo Neutro (RN, Figura 1A) es un compuesto perteneciente a la familia de las
azinas que presenta numerosas aplicaciones biologicas como consecuencia de sus

propiedades fisicoquimicas y naturaleza relativamente no téxica. Cabe sefalar su



aplicacion en citometria, como sonda en sistemas bioldgicos y marcador lisosomal,
debido a sus propiedades de base débil.">'® Este compuesto demostrd ser un buen Fs en
TFDA actuando mediante el mecanismo fotodinamico Tipo | (Seccidén 2 Capitulo 1), a
través de la interaccion con distintos sustratos intracelulares.”” Ademas, estudios previos
han demostrado que RN presenta alentadoras propiedades fotoantibacterianas y
fotovirucidas. El tratamiento fotodinamico con este Fs, inactivo eficientemente diferentes
cepas de Escherichia coli'y Staphylococcus aureus®'® Por otra parte, la erradicacion
completa del virus del Herpes Simple Tipo 1, se logré luego de la aplicacion de RN e
irradiacién a 470 nm. Los primeros estudios fotodinamicos desarrollados con este Fs se
publicaron en la década del '70, evidenciando prometedores resultados en el tratamiento

de herpes genital e incluso en la terapia de infecciones recurrentes por este virus.”>%

- Azure B (AzB, Figura 1B) es un representante de la familia de la tiazinas. Estos
compuestos son ampliamente investigados como agentes fototerapéuticos debido a sus
propiedades bioldgicas, quimicas, fotoquimicas y fotofisicas. Los Fs tiazinicos presentan
maximos de absorcion entre 620-660 nm (rango incluido en la ventana fototerapéutica),
elevados ¢,, selectividad hacia las células cancerosas in vivo, afinidad por la membrana

22-27 Los

plasmatica de levaduras y fototoxicidad frente a un amplio espectro bacteriano.
compuestos lideres de esta familia de Fs son AM y AT (Figura 7, Capitulo 1), los cuales
presentan prometedores antecedentes relativos a sus aplicaciones fotodindmicas frente a
S. aureus, E. coli Candida spp, patdogenos tropicales, virus y numerosas patologias
oncoldgicas.**?® Por otra parte, el candidato seleccionado como prototipo para el
desarrollo de esta Tesis Doctoral demostré importante fototoxicidad en S. aureus,
Candida albicans, Streptococcus sanguis, Porphyromonas gingivalis, Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Fusobacterium nucleatum, esporas de Bacillus cereus y el virus

14262932 Eotos antecedentes,

de la estomatitis vesicular, entre otros microorganismos.
sustentan a AzB como un excelente candidato para la derivatizacion en busqueda de

nuevos Fs de segunda generacion.

- Magenta Il (MGHI, Figura 1C), también conocido como New Fuchsin, pertenece a
la familia de los triarilmetanos. Estos compuestos evidencian una fuerte absorcién en la
region roja del espectro visible y tienen la capacidad de atravesar la pared celular de
microorganismos Gram-positivos y Gram-negativos, por lo que han sido ampliamente
estudiados en la aplicacién de la TFDA **?* Cristal Violeta (CV) y Verde de Malaquita son
los lideres de esta familia de Fs y presentan antecedentes en la inactivaciéon de

numerosas bacterias, virus, hongos y parasitos, entre los que se destacan S. aureus, E.



coli Aggregatibacter actinomycetemcomitans, C. albicans y Trypanosoma cruzi >>*7’

Asimismo, MG" y sus derivados bromados exhiben antecedentes en el tratamiento
fotodinamico de C albicans y células de adenocarcinoma mamario murino (LM-2), y
también presentan numerosos estudios relativos a sus propiedades fotoquimicas y

fotofisicas.!**®

1.2. ESTRATEGIAS DE SINTESIS

Con la finalidad de optimizar las propiedades de los prototipos se proponen dos

posibles derivatizaciones:

- Formacion de azo-compuestos: desarrollando reacciones de diazotacion y
copulacion se pueden incluir diferentes derivados aromaticos a la estructura de Fs con
aminas aromaticas primarias. Mediante estas sintesis se expande la nube de electrones I1
del agente fotosensibilizante y consecuentemente se incrementa la kmax.39'4°

La reaccion de diazotacion se desarrolla entre una amina aromatica primaria y nitrito de
sodio, en presencia de un acido mineral, para formar una sal de diazonio. Estos
compuestos se descomponen con facilidad. Generalmente, las reacciones de diazotacién
son exotérmicas y el derivado formado es inestable, razén por la cual debe enfriarse el
sistema (-5 a 0 °C) a fin de proteger el producto de sintesis. Las sales de diazonio actian
como electréfilos débiles en las reacciones electrofilicas aromaticas con diferentes anillos
activados, para dar origen a los azo-compuestos, reaccidn que se denomina
copulacion.

- Yodacion: la halogenacion es una estrategia ampliamente aplicada para optimizar
las propiedades de los Fs utilizados en la actualidad. La inclusion de atomos pesados en
la estructura molecular aumenta el acoplamiento de spin-orbital entre los estados
singlete y triplete excitados del Fs, lo que conduce a un cruce entre sistemas mas
eficiente, potenciando la produccién de *O, (Figura 3, Capitulo 1).**** Este fenémeno se
denomina “efecto del atomo pesado” y es proporcional al nimero atomico del
sustituyente.*

Numerosos trabajos disponibles en bibliografia evalian el efecto ocasionado por la
halogenacion sobre el rendimiento cuantico de formacién de ERO correspondiente a
diferentes Fs. Est4 demostrado que la bromacion incrementa la produccion de 'O, de los
agentes fototerapéuticos AzB y RN."*® Ademas, la sustitucion periférica por atomos de

bromo o yodo en el croméforo del derivado O-metilico de Violeta de metileno y Nile



blue, derivd en un aumento significativo de la reactividad fotoquimica de estos Fs. Es

importante destacar que este incremento fue mayor para los derivados yodados.>***®

2. FORMACION DE AZO-COMPUESTOS DE ROJO NEUTRO
2.1.  MATERIALES Y METODOS

Las reacciones de diazotacidon y copulacion se realizaron mediante una metodologia
convencional.*® El agente nitrosante se prepard previamente a la formacién de la sal de
diazonio a partir de acido sulfurico (1 mL) y nitrito de sodio (0,0917 g). Esta combinacién
de reactivos se calent6 a 65°C hasta la disolucion completa de la sal y posteriormente se
enfrié en un bafio de hielo-cloruro de sodio y se dejé reaccionar durante 10 min.
Cuidadosamente, el agente nitrosante (20 pl) se afiadié a una solucion de RN en AcOH
(3 mg/ 3 mL) bajo agitacidn magnética constante y protegida de la luz. Transcurridos 10
min, se procedid a la reaccidn de copulacion, agregando el producto de la diazotacién a
una solucidon acuosa de anilina, NN-dimetilanilina o 2-bromoanilina (compuestos
aromaticos activados para la copulacion) en una relacion molar 1:1 con RN. Ambas
etapas de sintesis se desarrollaron a temperatura controlada, sumergiendo el balén de
reaccion en un bafio de hielo, a fin de evitar la degradacién de la sal de diazonio
correspondiente al Fs. La Figura 2 representa el esquema general de sintesis aplicado. El
producto de reaccién se extrajo empleando diclorometano, el cual posteriormente se
evaporé a presidn reducida, en un evaporador rotatorio Biichi Rotavapor R-114,
equipado con un bafio termostatizado Blichi B-480.

Con la finalidad de determinar las condiciones dptimas de sintesis, diferentes tiempos de
reaccion se evaluaron aplicando la Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (HPLC, siglas
en inglés), empleando un cromatdgrafo Agilent 1100 Series (Agilent Technologies). Este
equipo dispone de una bomba isocratica, inyector automatico, compartimiento
termostatizado para columnas y detector espectrofotométrico UV-Visible de longitud de
onda variable. Las determinaciones se realizaron en una columna Cig Supelco® de fase
reversa (4,6 mm x 250 mm, 5 ym) con guarda columna, utilizando como fase moévil una
mezcla de metanol (MeOH): solucidn acuosa de fosfato de trietilamina 83 mM (TEAP,
siglas en inglés; 70:30 v/v), a una velocidad de flujo de 1,0 mL/min.

Los productos de reaccion se analizaron por espectrometria de masas de alta resolucion.
Los registros se realizaron en un espectrémetro Bruker Micro QTOF Il equipado con una

fuente ESI, operado en modo positivo, a una temperatura de transferencia idnica de



200°C y voltaje de 5 kV. Las muestras se evaluaron a una concentracién 10 ug/mL en
MeOH calidad HPLC.

EL Fs, RN (Colour Index N° 50040, lote N° 017K1193) se adquirié en Sigma-Aldrich y se
utilizé sin purificacién adicional, confirmando por HPLC una pureza >98%. Los solventes
y reactivos utilizados en la sintesis fueron de grado pro-analisis (Cicarelli, Sintorgan o
Anedra) y las soluciones acuosas se prepararon en agua ultrapura, obtenida del sistema

de purificacion de agua Milli-Q® (Millipore Corporation).
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Figura 2: Reacciones de diazotacién y copulacién involucradas en la formacién de azo-compuestos de RN.

2.2.  RESULTADOS Y DISCUSION

Los cromatogramas obtenidos durante la evaluacion de las condiciones 6ptimas para la
formacion de los azo-compuestos de RN, mostraron que los productos de sintesis no

variaron en funcion del tiempo de copulacion. Ademas, la comparacion de los resultados



obtenidos de las derivatizaciones realizadas empleando anilina, NN-dimetilanilina y 2-
bromoanilina, evidenciaron perfiles cromatograficos similares, presentando un pico
mayoritario a un tiempo de retencion (tg) de 7,87+0,04 min determinado para un n=6.
Cabe destacar que el tg de estos derivados difiere significativamente del reactivo de

partida (RN), el cual presenta un tg de 4,72+0,07 min*’ (Figura 3).
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Figura 3: Cromatogramas: (A) RN y de los productos de reaccidn obtenidos mediante la copulacién

con (B) anilina, (C) NN-dimetilanilina y (D) 2-bromoanilina.



Los resultados obtenidos permitieron inferir que:

- La sal de diazonio de NR es inestable y se descompone rapidamente, aun en

condiciones experimentales que intentan evitar este proceso.

- Las reacciones de copulacidon no tienen lugar en las condiciones experimentales

ensayadas.

A fin de corroborar las hipdtesis propuestas, se analizd por espectrometria de masas de
alta resolucion el producto de sintesis obtenido de la copulacién con bromoanilina,
siendo este derivado el que presentd mayor grado de pureza. El espectro obtenido se
muestra en la Figura 4A y corresponde al derivado desaminado de RN, compuesto
generado por pérdida del grupo diazonio de la sal formada (Figura 4B). El espectro de
masas evidencia dos sefales con relacion masa/carga (m/z, en inglés) de 338,1374 y
239,1390, que se corresponden con los valores calculados para el producto de
degradacion propuesto. Cabe destacar que la pérdida del grupo diazonio, mediante la
liberacion de nitrogeno gaseoso, es el principal producto de degradacion
correspondiente al intermediario involucrado en la formacion de azo-compuestos. Esta
reaccion de descomposicion no pudo frenarse mediante el descenso de la temperatura,

durante el desarrollo de los procesos sintéticos.
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Figura 4: A- Espectro de masas obtenido para el producto de la copulacion con bromoanilina.

B-Estructura quimica y relaciones m/z calculadas para el derivado desaminado de NR.

Podemos concluir que debido a la inestabilidad que presenta la sal de diazonio de NR, se
obtuvo como producto mayoritario de la reaccion de diazotacidén, el derivado
desaminado de este compuesto. En consecuencia, no fue viable la formacién de los azo-

compuestos propuestos para el desarrollo de nuevos Fs de segunda generacion.



3. YODACION DE MAGENTA Ill Y AZURE B

3.1.  MATERIALES Y METODOS

Se utilizé un método de yodacién previamente descripto, que se caracteriza por su
sencillez y elevado rendimiento.”® El mismo, involucra la formacién del agente yodante in
situ a partir de yoduro de potasio, peryodato de sodio y cloruro de sodio en una relacion
molar 1:1:2, utilizando como medio de reaccién una mezcla AcOH: agua (9:1 v/v). Todos
los reactivos, incluidos los Fs, se disolvieron individualmente en este medio y se
mezclaron cuidadosamente bajo agitacion magnética constante y proteccion de la luz. Es
importante destacar que el yoduro de potasio debe incorporarse con un goteo lento
para dar inicio a la reaccion. La sintesis se detuvo mediante evaporacion a 60°C y presion
reducida, empleando un evaporador rotatorio Biichi Rotavapor R-114, equipado con un
bafo termostatizado Blichi B-480. Las sales inorganicas generadas como subproductos
de sintesis se eliminaron mediante la resuspension en diclorometano y posterior
filtracion del crudo de reaccion utilizando una membrana Millipore con poros de 0,45
um. Finalmente, el solvente organico se elimind por evaporacién a presion reducida.

En base a los resultados obtenidos en trabajos de investigacion previos a esta Tesis
Doctoral, relativo a las bromaciones de MG" y AzB,*® se propuso como objetivo inicial, la
preparacion del derivado tri-yodado del Fs perteneciente a la familia de los
triarilmetanos (MG'l5) y mono-yodado del compuesto tiazinico (AzBI). La relacion Fs:
reactantes, temperatura y tiempo de reaccidén se evaluaron por HPLC (Agilent 1100
Series; especificaciones Seccién 2.1.) y cromatografia en capa delgada (TLC, siglas en
inglés) a fin de seleccionar las condiciones 6ptimas que permitieran obtener los
derivados propuestos. Los productos obtenidos se analizaron por espectrofotometria
UV-visible (Evolution 300, con celda de cuarzo de 1 cm de paso Optico) y se
caracterizaron por espectrometria de masas de alta resolucion (Bruker Micro QTOF I,

especificaciones Seccion 2.1.).
3.1.1. DERIVATIZACION DE MAGENTA Il

La muestra comercial de MG (Colour Index N°42520, lote N° 043k3403), provista por
Sigma-Aldrich, consiste en una mezcla ternaria de Magenta |, Magenta Il y el
correspondiente MG, Estos compuestos difieren estructuralmente en el nimero de
sustituyentes metilo, en la posicién orto a los grupos amino aromaticos. Por este motivo,

fue necesaria la purificacion previa a la derivatizacion del Fs, mediante cromatografia en



columna utilizando la metodologia descripta por Montes de Oca y colaboradores.* La
reaccion planteada para la obtencién de MG" |5 se esquematiza en la Figura 5.

Las fases moviles empleadas para el analisis del reactivo de partida y de los productos de
sintesis por HPLC y TLC fueron MeOH: TEAP (70:30 v/v) y diclorometano: etanol (EtOH) (4:
1 v/v) respectivamente. La relacién de frentes (Rf) y el tg de cada compuesto se

determino para 6 mediciones.

NH,

H3C
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Figura 5: Reaccion de yodacion de MG™

3.1.2. DERIVATIZACION DE AZURE B

La muestra comercial de AzB (Colour Index N°52010, lote N° 014k3720) adquirida en
Sigma-Aldrich se utilizd sin purificacion adicional. Las mezclas de acetonitrilo: TEAP
(60:40 v/v) y N-butanol: agua: AcOH (4: 1: 5 v/v) se emplearon como fases méviles para
realizar el seguimiento de las reacciones quimicas mediante HPLC y TLC,

respectivamente. La reaccion planteada para la obtencién de AzBI se esquematiza en la

Figura 6.
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Figura 6: Reaccién de yodacion de AzB.

Diferentes metodologias de purificacion se implementaron con la finalidad de separar

los productos obtenidos. A continuacidn se detallan los procedimientos aplicados:



- Precipitacion por disminucidon de la temperatura y cambio de pH: el producto de
sintesis fue redisuelto completamente con ayuda de sonicacion en agua ultrapura
obtenida del sistema de purificacién de agua Milli-Q® (Millipore Corporation).
Posteriormente, la solucion se sumergié en un bafo de hielo y cloruro de sodio durante
30 min. Ante la ausencia de precipitado se agreg6 hidroxido de sodio a fin de favorecer

la formacién de la especie neutra de la tiazina y consecuentemente su precipitacion.

- Diferencia de solubilidad de los productos de sintesis: con la finalidad de favorecer la
solubilidad de las impurezas y la precipitacién del derivado yodado, se agregd una
solucion fria de hidréxido de sodio (pH 13) al crudo de reaccion evaporado y

posteriormente se agitd 15 min a 1500 rpm.

- Cromatografia en columna: la purificacion se desarrolldé en una columna de vidrio de
45,7 x 1,5 cm empleando silica gel (Sigma-Aldrich) de 70-230 mesh con un didmetro de
poro de 60A. Se utilizaron diferentes proporciones de diclorometano: isopropanol: EtOH

como eluyentes para la separacion de los productos.

- Cromatografia en placa delgada preparativa: se emplearon placas se silica gel 60 con
soporte de vidrio de 10 x 20 cm. Se utiliz6 como fase mévil una mezcla de N-butanol:
agua: AcOH (4: 1: 5 v/v).

3.2. RESULTADOS Y DISCUSION
3.2.1 YODACION DE MAGENTA Il

Inicialmente se plante6 como objetivo la obtencién del derivado MG"I; pero las
condiciones de sintesis evaluadas permitieron obtener, como Unico producto el Fs di-
yodado (MG'"1,). La Tabla 1 resume los resultados obtenidos en el estudio sistematico de
las condiciones de sintesis, analizando el crudo de reaccion mediante HPLC.

Las reacciones 3, 6, 8 y 9 permitieron obtener al derivado di-yodado con elevado grado
de pureza. Por otra parte, el incremento de las proporciones de reactantes
(KI:NalO4NaCl) en relacion a MG™ permitié disminuir el tiempo de reaccién (condiciones
2, 5y 8). Ast mismo, potencié la formacion de sales inorganicas. La dificil eliminacion de
estos subproductos (resuspensién y filtracién) condujo a la seleccion de la reaccion 3
como condiciones 6ptimas de sintesis de MG"l,, con un rendimiento del producto crudo

del 89%.



Tabla 1: Evaluacion de las condiciones de reaccion para la yodaciéon de MG™.

Reaccion MGI:KI:NalO,:-NaCl = Temperatura (°C) Tiempo (h) MG, (%)
1 25 24 27
2 35 24 34

1:3:3:6
3 35 31 89
4 35 48 73
5 24 83
6 1:4:4:8 35 31 93
7 48 77
8 24 90
9 1:6:6:12 35 31 94
10 48 66

El reactivo de partida y el nuevo producto de sintesis se analizaron por HPLC y TLC. En la
Figura 7 se pueden observar los cromatogramas correspondientes a MG y MG, con tg
de 4,01+0,03 min y 9,85+0,08 min, respectivamente. Por otra parte, estos compuestos se
evaluaron e identificaron por TLC, evidenciando valores de R¢ de 0,56+0,02 y 0,67+0,03

para el Fs comercial y su derivado di-yodado.
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Figura 7: Cromatogramas obtenidos para MG (A) y MG", (B).



Con el objetivo de evaluar el corrimiento batocromico ocasionado por la sustitucion con
atomos de halégeno, se analizaron las curvas espectrales correspondientes a los
compuestos triarilmetanos estudiados (Figura 8). Se puede observar que, en el medio
evaluado, el nuevo derivado yodado presentd un maximo de absorcion a 566 nm,

incrementando en 14 nm la Am. con relacion al atribuido a de MG™. Es importante
destacar que se evidencié una significativa decoloracion de las soluciones de MG",. Este

fendbmeno ha sido descripto para numerosos compuestos de la familia de los
triarilmetanos y es indicativo de la formaciéon de la especie carbinol, la cual disminuye la

eficacia fotodinamica del Fs.**
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Figura 8: Espectros de absorcion de MG™ y MG"I, en MeOH:TEAP (70:30 v/v).

Finalmente, el producto de sintesis se caracterizd6 mediante espectrometria de masas de
alta resolucion. El espectro obtenido evidencid un perfil comparable al calculado para

MG, presentando una sefal principal a relacién m/z= 581,9905 (Figura 9).
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Figura 9: Espectro de masas obtenido para el producto de sintesis (A) y datos calculados para MG, (B).



Es posible concluir que, mediante el estudio sistematico de las condiciones de yodacion
de MG", se sintetizé el derivado di-yodado con un elevado grado de pureza (89%).
MG, se identificé por HPLC y TLC, y se caracterizd por espectrometria de masas de alta
resolucidn. La sustitucion por haldégeno, increment6 la Amax del compuesto perteneciente
a la familia de los triarilmetanos, potenciando sus propiedades como posible Fs. Del
mismo modo, esta derivatizacion favorecid la forma carbinol, produciendo una rapida
decoloracién del Fs en solucion de MeOH: TEAP (70:30 v/v).

3.2.2 YODACION DE AZURE B

El derivado AzBI ha sido reportado en literatura como un producto secundario de la
yodacion de AM, sin detallar condiciones 6ptimas de sintesis ni estudios relativos a las
propiedades fisicoquimicas, fotofisicas y fotoquimicas del mismo. Enfocados en la
evaluacién de AzBl como Fs para su posible aplicaciéon en TFD y TFDA, se analizaron
diferentes parametros involucrados en la reaccion de yodacion de AzB con el objetivo de

seleccionar las condiciones éptimas para la derivatizacion (Tabla 2).

Tabla 2: Evaluacion de las condiciones de reaccién para la yodacién de AzB.

Reaccion AzB:KI:NalO4:NaCl Temperatura (°C) Tiempo (h) AzBI (%)
1 25 15,9
2 1:1.1:2 40 37,5
3 60 13,9
69
4 1:2:2:4 473
5 1:3:3:6 56,0
6 40 414
7 1:4:4:8 48 51,2
8 46 63,2

Se considero en la evaluacidn un exceso de reactantes, elevadas temperaturas y distintos
tiempos de reaccién, obteniendo en todos los casos sélo el derivado mono-yodado con
un rendimiento maximo del 63% (reaccién 8), con la formacién de un subproducto.
Frente al desafilo de purificar el derivado AzBI, se evaluaron diversas alternativas
metodologicas. Aplicando las diferencias de solubilidad y precipitacion se obtuvo el

derivado mono-yodado con una pureza maxima del 80%. Por otra parte, las
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cromatografias en columna y placa preparativa, permitieron incrementar la pureza,
alcanzando un 95% con ambas técnicas cromatograficas. Es importante destacar que el
segundo procedimiento cromatografico fue mas eficaz y rapido, por lo que se seleccion6

como alternativa metodologica apropiada para la purificacion de AzBI (Figura 10).

Figura 10: Cromatografia en placa preparativa para la purificacién del crudo de

reaccién de la yodacion de AzB.

El reactivo de partida, el crudo de reaccion y el producto purificado fueron evaluados por

HPLCy TLC. Los valores de R¢y tg se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3: Identificacion por HPLC y TLC de AzB y de los productos de yodacion.

Compuesto tg (Min) R¢
AzB 4,13 + 0,02 0,32+0,01
AzBI 536 +0,05 042 +0,01

Subproducto 4,56 + 0,02 0,39 + 0,01

Calculados para n=5

El analisis espectrofotométrico de los compuestos AzB y AzBI, puso de manifiesto el
corrimiento batocrémico ocasionado por la halogenacién (Figura 11). El nuevo derivado
presentd un maximo de absorcidén a 647nm en el medio evaluado, con un incremento de

4 nm en la Amax respecto al precursor.
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Figura 11: Curvas espectrales de AzB y AzBI en acetonitrilo: TEAP (60:40 v/v)

Finalmente, se aplico la espectrometria de masas de alta resoluciéon a fin de caracterizar
el producto mono-yodado. En la Figura 12, se observa el espectro correspondiente a la
muestra analizada y los datos calculados para AzBI, los cuales presentaron sefales a

relaclones m/z comparables.
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Figura 12: Espectro de masas correspondientes al producto de sintesis (A) y datos

calculados para AzBI (B).

En resumen, el derivado mono-yodado del Fs tiazinico se obtuvo con un 95% de pureza,
aplicando la cromatografia en placa preparativa para su purificacién. Este compuesto se
caracterizd por espectrometria de masas de alta resolucion y se identificé por HPLC y
TLC. El estudio espectrofotométrico demostré que la yodacién produjo un corrimiento

batocromico de la Apax del Fs.



4. SELECCION DEL FOTOSENSIBILIZADOR LIDER

Considerando que los compuestos pertenecientes a la familia de los triarilmetanos,
tienden a formar carbinol en solucién, lo cual disminuye drasticamente la reactividad
fotoquimica de estos Fs, se seleccion6 a los derivados tiazinicos con el objetivo de
determinar el candidato que presente mejor perfil para su aplicacion fotodinamica. En
esta instancia se realiz6 una comparacion de las propiedades del compuesto AzBI y del
derivado monobromado de AzB (AzBBr, Figura 13), sintetizado en el marco de otra Tesis
Doctoral.?® Teniendo como sustento las caracteristicas que debe presentar un Fs ideal
(Secciodn 3.1, Capitulo 1), se analizaron las condiciones 6ptimas de sintesis, la Amax ¥ €l da

de ambos derivados.

A B
N N
\j;j\ Ij\
CHy4 CH,4 CHj CH3
\N S AN T+/ \N s X T+/
H | H Br

CHs CHy

Figura 13: Estructura quimica de AzBI (A) y AzBBr (B).

41. MATERIALES Y METODOS

Las condiciones optimas de sintesis del derivado yodado y bromado de AzB se detallan
en la Seccion 3.2.2. del presente Capitulo y en el trabajo publicado por Montes de Oca,
respectivamente.®®

Por otra parte, el efecto batocrémico ocasionado por la halogenacidon del compuesto
AzB se evalué mediante el analisis de las curvas espectrales obtenidas en acetonitrilo:
TEAP (60:40 v/v), correspondiente a la fase movil utilizada en HPLC. Las determinaciones
se realizaron entre 350 nm y 750 nm en un espectrofotometro UV-visible Evolution 300
(Thermo Scientific), empleando una celda de cuarzo de 1cm de paso dptico.

Finalmente, el ¢, de AzBl se determind aplicando la metodologia descripta para la
evaluacion fotoquimica de AzB y AzBBr. La cinética de descomposicién de 9,10-
dimetilantraceno (DMA), un atrapador quimico del 'O, se analizé por espectrofotometria
UV-Visible (Shimadzu UV-2401PC) a fin de cuantificar de manera indirecta la produccién
de esta ERO. En este ensayo se evalud la fotooxidacion de una solucion de DMA (35 uM)

y AzBI (absorbancia ~ 0,3) en solucion de N,N-dimetilformamida y el agregado de una



gota de AcOH, con irradiacidon de luz monocromatica a 650 nm durante 420 s. La
produccion de 'O, es abordada con mayor profundidad en los Capitulos 3 y 5 de esta

Tesis Doctoral.
4.2.  RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 4 se detallan las condiciones 6ptimas de sintesis de AzBBr y AzBI. El derivado
monobromado requiere condiciones menos drasticas (menor concentracién de
reactante, temperatura y tiempo de reaccién) que las aplicadas para la yodacion. Por otra
parte, el compuesto AzBBr es obtenido con un elevado grado de pureza, sin necesidad

de aplicar un método de purificacién adicional.

Tabla 4: Condiciones 6ptimas para la obtencién de los derivados halogenados de AzB.

Fs Reactivos Temperatura (°C) Tiempo (h) Purificacion Pureza (%)

AzB:KI:NalO,:NaCl Cromatografia por

Azl (1:4:4:8) 40 46 placa preparativa 9>
AzB:Br,
AzBBr (11) 25 1 - 95

No se observaron diferencias significativas en las propiedades fotofisicas y fotoquimicas
que presentan los nuevos derivados como consecuencia de la sustitucion por un atomo
de halégeno diferente. La evaluacion espectrofotomeétrica de los Fs tiazinicos evidencio
que, tanto la yodacién como la bromacion, producen un corrimiento batocrémico de 4
nm con respecto al precursor AzB (Figura 14). Asimismo, los ¢, determinados para AzBI
y AzBBr son similares (Tabla 5). Es importante sefalar que las halogenacidon aumenté
marcadamente la produccion de 'O, del prototipo AzB, triplicando el valor obtenido para
el Fs comercial. Esta propiedad potencia el interés en la evaluacidén de estos compuestos
como Fs aplicables a una gran variedad de tratamientos fotodinamicos. Cabe destacar
que los valores de kops corresponden a la pendiente de los graficos de fotodegradaciéon
de DMA.

En base a los resultados obtenidos se seleccion6 el derivado monobromado con la

finalidad de profundizar el estudio de las propiedades mas relevantes que permitiran



predecir el comportamiento de este Fs en condiciones fisiolégicas como asi también,

proponer estrategias de vehiculizacidn para optimizar la eficacia fotodinamica

AzB ?\max: 643 nm
AzBI
AzBBr

1,04

Amax. 647 nm
0,8 1
Amax 647 NM

0,6

04

Absorbancia normalizada

0,2 1

0,0 -

550 ' 600 ' 650 ' 700
Longitud de onda (nm)

Figura 14: Espectros de absorcion de los Fs tiazinicos.

Tabla 5: Determinacién de los ¢, de los Fs tiazinicos.

Compuesto Kops (1) D,
AzB (4,61+0,07)x104 1
AzBBr (1,32+0,03)x103 29
AzBI (1,31+0,03)x103 2,8

5. CONCLUSIONES

Con el objetivo de desarrollar Fs de segunda generacion se evaluaron diferentes
parametros involucrados en las reacciones de diazotacion y copulacidon del compuesto
RN como asi también, la yodacion de MG"™ y AzB. Los productos obtenidos se
identificaron por HPLC y TLC y se caracterizaron mediante espectrometria de masas de
alta resolucion.

La sal de diazonio del compuesto RN, presentd una significativa inestabilidad quimica

que imposibilitd la obtencion de los derivados azo correspondientes a este Fs. Por otra



parte, la reaccion de halogenacion permiti6 la obtencion de MG, y AzBI. Es importante
destacar que la yodacidon indujo un aumento en la An.x de los Fs, potenciando las
aplicaciones terapéuticas de estos compuestos. Las soluciones de MG, se decoloraron
rapidamente como consecuencia de la formacion del correspondiente carbinol, especie
que disminuye su reactividad fotoquimica. Por ese motivo, se seleccionaron los
derivados tiazinicos para continuar con el desarrollo de esta Tesis Doctoral.

Frente al desafio de seleccionar el Fs tiazinico lider y profundizar el estudio relativo a las
propiedades de interés farmacéutico, se compararon las condiciones de sintesis, la Amax Y
el ¢, de los derivados AzBI y AzBBr. Si bien ambos compuestos presentaron un maximo
de absorcion cercano a 650 nm, comprendido en la ventana fototerapéutica, y del mismo
modo evidenciaron una importante produccién de '0,, se seleccioné6 como lider el
derivado monobromado de AzB, ya que se obtiene con alto grado pureza mediante una

sintesis relativamente sencilla.
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CAPITULO 3

PROPIEDADES FISICOQUIMICAS Y
FOTOQUIMICAS DE
FOTOSENSIBILIZADORES DE
SEGUNDA GENERACION




1. RELEVANCIA EN EL DESARROLLO DE NUEVOS FARMACOS

La finalidad primordial de un farmaco es alcanzar una eficacia terapéutica 6ptima, la cual
no depende Unicamente de la respuesta bioldgica ocasionada por la accidén de este
compuesto en una region especifica del organismo a tratar. Es necesario considerar
todos los procesos farmacocinéticos involucrados en la terapia (Liberacién, Absorcion,
Distribucién, Metabolismo y Excrecién) a fin de evaluar su eficacia global. En este
contexto, las propiedades fisicoquimicas de los ingredientes farmacéuticos activos tienen
un rol principal y pueden condicionar su accién terapéutica." Por lo tanto, un objetivo
basico en la investigacion y desarrollo de nuevos farmacos es evaluar las propiedades
moleculares que limitan su eficacia.’

Es importante destacar que la eficacia terapéutica de los Fs, a diferencia de los farmacos
convencionales, no sélo depende de sus propiedades fisicoquimicas, sino también de sus
caracteristicas fotofisicas y fotoquimicas, que afectan directamente la capacidad de
generar las sustancias citotdxicas responsables del efecto terapéutico.’> Dependiendo del
entorno en el que se disuelva el Fs sus propiedades pueden ser modificadas.
Generalmente, se observan desplazamiento de las bandas de absorcion, cambios en sus
perfiles o intensidades, que condicionan los requerimientos terapéuticos. Determinar el
efecto del medio en los compuestos bajo investigacion es esencial en el proceso de la
TFD y TFDA. Esto permitira predecir el comportamiento del Fs en condiciones
fisiolédgicas, como asi también identificar la especie que presente mejores propiedades

para el desarrollo de Fs de tercera generacion.”

2. DETERMINACION DE LA CONSTANTE DE IONIZACION

La constante de ionizacion o de disociacién acida (pK,) de un compuesto se considera un
parametro relevante en numerosos campos de investigacion, incluyendo diversos
aspectos de la quimica y diferentes ramas de la biologia, medicina e industria
alimentaria.” El pK, de un compuesto se define como el pH en el cual el 50% de las
moléculas se encuentran protonadas. Esta constante permite predecir el grado de
ionizacién de una molécula a un pH particular, mediante la aplicacion de la ecuacion de

Henderson-Hasselbalch (Ecuacién 1).°

= [a7] .
pH = pK, + log;, [HA] Ecuacion 1



El grado de ionizacion de una molécula es una de las propiedades fisicoquimicas mas
importantes a considerar en el disefo de farmacos. La mayoria de los ingredientes
farmacéuticos activos son acidos o bases débiles y sus valores de pK, permiten predecir
el grado de ionizaciéon de cada compuesto en los fluidos biologicos.® Este parametro
tiene un papel fundamental en las propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas,
tales como la distribucidon en los tejidos, permeabilidad a través de membranas
bioldgicas e interacciones de carga con el sitio blanco. Ademas, el pK, exhibe un impacto
relevante en algunas propiedades fisicoquimicas claves, incluyendo la solubilidad y
lipofilicidad, las cuales podrian afectar la velocidad de disolucion y absorcion de los
farmacos.”® Por este motivo, los programas de investigacion y desarrollo de nuevos
agentes terapéuticos involucran la evaluacidn del equilibrio acido-base de los posibles
candidatos. Los valores de pK, se pueden determinar experimentalmente, mediante
numerosas técnicas, que incluyen la espectroscopia infrarroja, espectrofotometria UV-
Visible, fluorescencia, valoraciones potenciométricas, titulaciones y resonancia magnética
nuclear, entre otras.’

Los compuestos tiazinicos son catidénicos y generalmente forman soluciones azules
intensas, con un maximo de absorcién caracteristico a longitudes de onda superiores a
los 600 nm. Estudios previos han demostrado que los integrantes de esta familia que
contienen uno o mas atomos de hidrégeno como sustituyentes de los grupos amino,
tales como Tionina (TN), Azure C (AzC), Azure A (AzA) y AzB, se desprotonan en medios
fuertemente basicos formando soluciones rosadas que presentan Amax alrededor de los
500 nm.* El equilibrio 4cido-base de AzB, como prototipo de estos compuestos, se

muestra en la Figura 1.

N N
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Figura 1: Equilibrio acido-base de AzB

Es importante destacar que las tiazinas presentan valores de pK, superiores a 11.2%* por
este motivo, solo la especie catidnica estd presente en condiciones fisioldgicas,
propiedad que les confiere alta selectividad como Fs. Numerosos estudios sostienen que
las membranas celulares poseen una carga global negativa por lo cual, diferentes

moléculas cargadas positivamente pueden adherirse a las células dianas por atraccion



electrostatica.'*™> Ademas, se conoce que el potencial de membrana mitocondrial de las
células tumorales es mas negativo que el de las células normales, por lo cual estos
compuestos permaneceran retenidos durante mayor tiempo en el interior de las células
blanco.™ Por otra parte, los Fs con cargas positivas pueden acumularse selectivamente
en bacterias y hongos, en estado planctonico y formando biofilms. Esta propiedad se
basa en la carga superficial negativa presente en los microorganismos debido a la
presencia de moléculas anidnicas, tales como acido teicoico en bacterias Gram-positivas
y lipopolisacaridos en las Gram-negativas, como asi también los proteoglicanos
presentes en la matriz extracelular de los biofilms. Todas estas estructuras producen
importantes sitios de unién para Fs catidnicos.>*>*

Como una etapa esencial en el desarrollo de nuevos farmacos, se evalud el impacto de la
bromacién en el valor de pK, de AzB. Al mismo tiempo se identificaron las formas

protonada y neutra de este compuesto y se predijo el grado de ionizacién del nuevo Fs a

distintos valores de pH.
2.1. MATERIALES Y METODOS

A fin de determinar el valor de pK, de AzB y AzBBr, se evaluaron los espectros de
absorcion correspondientes a una solucion diluida de estos Fs, lo cual permite evitar su
agregacion, en diferentes soluciones reguladoras de pH.' Todas las muestras se
prepararon con un 10 % de etanol (grado pro-analisis, Sintorgan) para favorecer la
solubilidad de los compuestos. Las soluciones de AzB y AzBBr presentaron una
concentracion final de 3,27 uM y 4,73 uM respectivamente.

Las soluciones reguladores de pH se prepararon con agua ultrapura obtenida del sistema
de purificacion de agua Milli-Q® (Millipore Corporation), utilizando reactivos de calidad
pro-analisis (Cicarelli). Se detalla a continuacién la composicion de cada una de las

soluciones empleadas para la determinacion del valor de pK, (volumen final de 100 mL):

- pH 1,20: 25 mL de KCL 0,2 M + 42,5 mL de HCL 0,2 M.

- pH 5,80: 50 mL de KH,PO, 0,1 M + 36 mL de NaOH 0,1 M.

- pH 7,40: 50 mL de KH,PO4+ 19,6 mL de NaOH 0,1 M.

- pH 9,00: 50 mL de Borax 0,025 M + 4,6 mL de NaOH 0,1 M.

- pH 11,00: 50 mL de NaHCO; 0,05 M+ 22,7mL de NaOH 0,1 M.
- pH 12,00: 25 mL de KCL 0,2 M + 12 mL de NaOH 0,1 M.

- pH 12,50: 25 mL de KCL 0,2 M + 40,8 mL de NaOH 0,1 M.

- pH 13,00: 25 mL de KCL 0,2 M + 66 mL de NaOH 0,2 M.

- pH 13,18: 25 mL de KCL 0,2 M + 75 mL de NaOH 0,2 M.



El pH correspondiente a cada una de las soluciones se determind con un pHmetro
Altronix MOD. EZDO-PC y la fuerza iénica se ajustd a 0,5 M con cloruro de sodio.
Finalmente, las soluciones de AzB y AzBBr a diferentes valores de pH se analizaron
mediante espectrofotometria UV-Visible entre 350 nm y 750 nm, empleando un
espectrofotdmetro Evolution 300 (Thermo Scientific) y una celda de cuarzo de 1 cm de
paso 6ptico. Todas las determinaciones se realizaron por duplicado y los resultados
obtenidos se procesaron con el programa OriginPro 8 SRO.

Los valores de pK, se obtuvieron a partir de la representacién grafica del grado de
ionizacion en funcion del pH. El grado de ionizacidon porcentual (Gl) de cada Fs, a los
diferentes pH, se determiné a partir de la Ecuacién 2.'®

GI = (Apacido/AN base)pH_ (Apacido/A base)pH mayor x 100 Ecuacién 2

(Azacido/Ax base)pH menor— (Aiacido/ A base)pH mayor

2.2. RESULTADOS Y DISCUSION

Las curvas espectrales obtenidas para los compuestos AzB y AzBBr en funcién del pH se
muestran en la Figura 2. La especie catidnica, protonada o acida, de ambos Fs, se
observa claramente a valores de pH inferiores a 10 y presenta un maximo de absorcion a
650 nm y 653 nm para el compuesto comercial y el derivado monobromado
respectivamente. Esta especie se evidencia como componente principal hasta un pH
proximo a 10. A valores superiores de pH, se observd la presencia de una banda
hipsocrémica con un maximo de absorcidon a 551 nm y 558 nm, correspondiente a la
forma neutra, desprotonada o basica, de agentes fototerapéuticos AzB y AzBBr.
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Figura 2: Espectros de absorcién en funcién del pH: (A) AzB y (B) AzBBr



La determinacién de los valores de pK; en base a la representacién grafica en funcion del
pH de la solucién (Figura 3) requirio el calculo del grado de ionizacidon de cada Fs
(Ecuacion 2), en las soluciones de diferente pH. El valor de la constante de ionizacion se
obtuvo a partir del pH correspondiente al 50% de la ionizacién de Fs. Los datos de pKa
determinados para AzB y AzBBr fueron 11,60 y 10,84, respectivamente. Es importante
destacar que diferentes autores sefalan valores de pKa cercanos a 12 para el Fs

comercial, lo cual brinda confiabilidad a los resultados obtenidos.!**
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Figura 3: Grado de ionizacion de los Fs en funcién del pH.

El valor de pKa del nuevo Fs disminuyd con relacion al compuesto comercial AzB. Este
fendmeno esta asociado con la incorporacidn de un sustituyente aceptor de electrones
(Bromo), que por efecto inductivo desplaza la nube de electrones e incrementa la fuerza
del acido.”®* A pesar de esta disminucién, la forma catidnica de ambos Fs es la Gnica
especie presente en condiciones fisioldgicas. Esta propiedad favoreceria la selectividad

de estos compuestos para su posible aplicaciéon en TFD y TFDA.

3. EVALUACION DE LA ESTABILIDAD

Los ensayos de estabilidad tienen como objetivo proporcionar evidencias de la calidad
de un ingrediente farmacéutico activo o producto farmacéutico en funcién del tiempo
sometido a la influencia de una variedad de factores ambientales tales como
temperatura, humedad y luz. Estos estudios permiten definir las condiciones de
almacenamiento, establecer el periodo de reandlisis y validez de un farmaco o

medicamento.”? La degradacién quimica de un farmaco puede disminuir la



biodisponibilidad del mismo como asi también, dar lugar a la formacion de productos
toxicos. Conocer la estabilidad de estos compuestos es uno de los principales criterios
que contribuyen a determinar la aceptacién o rechazo de un medicamento.”***

Numerosos Fs aprobados y otros en estadios avanzados de investigacidon, presentan la
desventaja de ser facilmente degradables debido a diversos factores tales como
actividad enzimatica, intensidad de la luz, agua, acido, oxigeno, temperaturay humedad,
como ast también frente a una combinacién de estos factores.” La degradacién de los Fs
en soluciones simples, ast como en entornos complejos, puede visualizarse por la
disminucién de su intensidad de absorcién y/o fluorescencia inicial, lo cual impacta en la
reactividad fotoquimica de los mismos.?® Por este motivo, se evaludé la estabilidad

guimica y fotoquimica de AzB y su derivado monobromado, en condiciones fisioldgicas.

3.1. VALIDACION DEL METODO ANALITICO

Previo a la evaluacion de la estabilidad quimica y fotoquimica de los Fs tiazinicos, la
metodologia espectrofotométrica se valido de acuerdo a los lineamientos establecidos
en la /nternational Conference on Harmonisation of Technical Requirements for
Registration of Pharmaceuticals for Human Use (ICH).Z

El proceso de validacion de un método analitico involucra diferentes parametros que
deben ser evaluados, entre los que cabe destacar: linealidad, exactitud, precision, rango,
limite de deteccién y limite de cuantificacion.?”?

La linealidad de un procedimiento analitico es la capacidad del mismo para obtener
resultados directamente proporcionales a la concentracion de analito en un rango
acotado. Con la finalidad de determinar este parametro, es conveniente evaluar
indicadores de regresion en un intervalo de confianza definido (p= 0,05), tales como el
coeficiente de regresion lineal (r), la pendiente (a) y la ordenada al origen (b). Otro
indicador muy utilizado para establecer la linealidad del sistema, se sustenta en un
ensayo estadistico, que consiste en determinar el valor de ¢-Student para r con n-2
grados de libertad (t) y luego compararlo con el valor tabulado para el nivel de
confianza requerido (Ecuacién 3). Es importante destacar, que se recomienda considerar

un minimo de 5 concentraciones para calcular este parametro.

V(-2 .
ty = rx—(nz) Ecuacion 3
1-r



La exactitud expresa el grado de concordancia entre el valor promedio obtenido
(concentracion calculada; C) y el valor verdadero (concentracion real; C,). Debe evaluarse
utilizando un minimo de nueve determinaciones, a tres concentraciones diferentes de
analito, comprendidas en el rango de linealidad del sistema. Generalmente, la exactitud
se informa como porcentaje de recuperacion (PR) determinado a partir de la Ecuacion 4.
Ademas, para garantizar que no existan diferencias significativas entre el valor promedio
obtenido y el valor verdadero puede emplearse el ensayo t de Student (Ecuacion 5),
utilizando el porcentaje de recuperacion global (PRG, para = 9) y la desviacion estandar

relativa (RSD, siglas en inglés).

_ Cc X100

PR Ecuacion 4
Cr
(100 — PRG) xVn .,
tops = Ecuacion 5
RSD

La precision de un procedimiento analitico esta relacionada con la dispersion de las
determinaciones alrededor del valor promedio y corresponde al grado de concordancia,
entre ensayos individuales, cuando el método se aplica repetidamente a alicuotas de una
muestra homogénea. La repetibilidad, también denominada precisién intra-ensayo,
expresa la precision del método analitico cuando se emplean las mismas condiciones de
operacion. En este caso, se evalla todo el procedimiento, desde la preparacion de la
muestra hasta la medicién del analito, sin variar el analista, el dia ni los instrumentos.
Este parametro se expresa normalmente como la varianza, desviacion estandar (SD, siglas
en inglés) o RSD y deberia evaluarse utilizando un minimo de nueve determinaciones en
el intervalo de concentraciones establecido (tres concentraciones por triplicado).

El rango de una metodologia analitica es el intervalo de concentraciones de analito en
que el procedimiento de analisis tiene un nivel adecuado de precision, exactitud y
linealidad.

El limite de deteccién (LD) de un procedimiento analitico es la concentracién minima de
analito que puede ser detectada, pero no necesariamente cuantificada como un valor
exacto. Este parametro puede calcularse procesando los datos del ensayo de linealidad a
partir de la pendiente (a) y su desviacion estandar (g), segun la siguente ecuacién:

3,3X0

LD = Ecuacidén 6

a



El limite de cuantificacion (LC) es la minima concentracidon de analito que puede ser
determinada cuantitativamente con precision y exactitud. De manera similar que el LD,

este parametro puede calcularse a partir de la Ecuacién 7.

10X o

LC = Ecuacién 7

3.1.1. MATERIALES Y METODOS

A fin de validar la metodologia aplicada en los estudios de estabilidad de AzB y AzBBr,
muestras de diferentes concentraciones se prepararon en soluciones reguladoras de pH
1,2; 58 y 7,4 (segun metodologia descripta en la Seccion 2.1.) y se analizaron por
espectrofotometria UV-Visible, empleando un espectrofotémetro Evolution 300 (Thermo
Scientific) y una celda de cuarzo de 1 cm de paso 6ptico.

Tres soluciones patron de cada Fs (1 mg/ 25 ml) se prepararon en soluciones
reguladoras de distinto pH, empleando un 10% de etanol como cosolvente. A partir de
éstas se realizaron diferentes diluciones por triplicado, comprendiendo concentraciones
entre 3x10° - 3x10™°M, las cuales se analizaron por espectrofotometria UV-Visible. En
base a los resultados obtenidos, se determiné el rango de concentraciones de AzB y
AzBBr para el cual se cumplen los parametros de linealidad, exactitud y precision. Del
mismo modo, se determind el LD y LC, aplicando las ecuaciones detalladas en la Seccion

3.1. Los resultados obtenidos se procesaron con el programa OriginPro 8 SRO.

3.1.2. RESULTADOS Y DISCUSION

La Tabla 1 resume los datos obtenidos en la evaluaciéon de la linealidad del sistema
analitico. Los mismos se procesaron a partir de las representaciones graficas de
absorbancia en funcién de la concentracion de los Fs. Valores de r® superiores a 0,99
indican un adecuado ajuste al modelo lineal. Ademas, los datos de t, obtenidos fueron
superiores a los tabulados (tiwpulado= 3,182 y 2,776 para n= 5y n= 6 respectivamente), lo
que afirma la existencia de una correlacion lineal estadisticamente significativa entre las
variables evaluadas.

Los parametros necesarios para analizar la exactitud y precisidon del procedimiento
analitico, se muestran en la Tabla 2. Valores de PR (para muestras de igual
concentracion) y PRG (comprendiendo todo el rango de trabajo) entre 98 y 102% son

indicativos de la exactitud del método empleado. Ademas los datos obtenidos para tops



son menores a los tabulados (2,365) para un nivel de significancia del 95% y n=9, por lo

que no existen diferencias significativas entre el PRG y el 100% de la recuperacion.

Tabla 1: Indicadores de la linealidad del método analitico

Fs pH Pendiente (104 M) Ordenada al origen r? t
1,22 3,77 £ 0,06 0,10 + 0,01 0,9987 55,43
AzB 5,82 3,97 £ 0,04 0,10 + 0,01 0,9992 70,68
7,4b 3,75+ 0,08 0,13 +0,01 0,9981 39,70
1,22 3,15+ 0,05 0,060 + 0,004 0,9987 55,43
AzBBr 5,8b 3,36+ 0,03 0,056 + 0,002 0,9997 99,98
7,4b 3,10+ 0,03 0,10 + 0,01 0,9994 70,69

a
bValores determinados para n= 5
Valores determinados para n= 6

Tabla 2: Indicadores de exactitud y precision del método analitico .

Fs pH Concentracion (UM) PR (%)? PRG (%)* SD(%)* RSD (%) tobs

9,68 99,3
12 14,7 101 99,5 14 14 1,071
19,6 98,2
811 98,7
AzB 58 14,7 101 99,8 1,2 1,2 0,500
19,6 99,6
9,68 99,3
7.4 16,2 102 100,2 16 16 0,375
22,8 99,3
4,42 100
12 6,54 101 100,03 0,95 0,95 0,095
133 99,1
4,42 99,5
AzBBr 5,8 8,84 101 100,17 0,76 0,76 0,671
13,3 100
8,84 99,3
7.4 17,7 101 100,43 0,98 0,98 1,316
26,5 101

@ Valores determinados paran= 3
b Valores determinados paran= 9



Definidos los parametros de linealidad, exactitud y precision, se determind el rango de
trabajo, LD y LC (Tabla 3). A partir de estos valores se seleccionaron las concentraciones
Optimas de AzB y AzBBr a fin de desarrollar los estudios de estabilidad en cada solucion

reguladora de pH.

Tabla 3: Indicadores de exactitud y precision del método analitico.

Fs pH Rango (uM) LD (uM) LC (uM)
1,2 9,68-19,6 0,7 21
AzB 5.8 811-19,6 0,6 1.8
74 9,68-22,8 09 2,7
1,2 442-133 04 1,3
AzBBr 5,8 442 -13,3 0,2 0,6
74 8,84-26,5 0,6 19

3.2. ESTABILIDAD QUIMICA

3.2.1. MATERIALES Y METODOS

La estabilidad quimica de AzB y AzBBr se evalué mediante espectrofotometria UV-
Visible, y los resultados obtenidos se corroboraron por HPLC. Los ensayos se
desarrollaron a 37 °C, durante 48 h, utilizando diferentes soluciones reguladoras de pH
fistoldgico 1,2; 5,8 y 7,4 (segun metodologia descripta en la Seccion 2.1.). Las muestras se
prepararon a partir de una solucién patréon de los Fs (1 mg/25 mL) empleando un 10% de
etanol para favorecer la solubilidad de los compuestos. A fin de obtener la solucién
problema para el desarrollo del ensayo (~1x10™ M), una adecuada dilucién se realizé
empleando la correspondiente solucidn reguladora de pH. Es importante resaltar que las
muestras se protegieron de la luz durante todo el estudio.

La evaluacidon de la estabilidad quimica se realizé6 a 37°C en un bafo termostatico
Vicking® Masson D. Las determinaciones espectrofotométricas registradas entre 200 y
800 nm, se realizaron en un espectrofotometro Evolution 300 (Thermo Scientific) y una
celda de cuarzo de 1 cm de paso Optico. Los resultados obtenidos por duplicado se
procesaron con el programa OriginPro 8 SRO.

A fin de evaluar la ausencia de productos de degradacion, las muestras, a tiempo inicial y
final, se analizaron por HPLC empleando un cromatografo Agilent 1100 Series (Agilent
Technologies) equipado con bomba isocratica, inyector automatico, compartimiento

termostatizado para columnas y detector espectrofotométrico UV-Visible de longitud de



Absorbancia

onda variable. Se utilizé una columna Cy3 Supelco® de fase reversa (4,6 mm x 250 mm, 5
Mm) provista de guarda columna y una velocidad de flujo de 1,0 mL/min. Se empled una

fase moévil de metanol: solucion acuosa de fosfato de trietilamina 83 mM (70:30 v/v).
3.2.2. RESULTADOS Y DISCUSION

El perfil de las curvas espectrales y los valores de absorbancia a la Ayn.x de ambos Fs,
permanecieron constantes en funcion del tiempo. Los compuestos AzB y su derivado
monobromado presentaron, a los 3 valores de pH evaluados, maxima absorcién a 646
nm y 650 nm, respectivamente. Las curvas espectrales obtenidas corresponden a la
especie catidnica de los derivados tiazinicos, las cuales se han identificado y discutido en
profundidad, en la Seccidén 2.2 correspondiente a este Capitulo.

A fin de visualizar la estabilidad quimica de AzB y AzBBr, se representaron graficamente
los datos de absorbancia, a la Amax de cada Fs, en funcion del tiempo, a los diferentes
valores de pH evaluados. En la Figura 4, se puede observar la ausencia de degradacién

de los Fs en las condiciones experimentales ensayadas.
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Figura 4: Evaluacion de la estabilidad quimica de AzB () y AzBBr (®) en soluciones reguladoras
de pH 1,2 (A); 58 (B)y 7,4 (C).

Los cromatogramas obtenidos para las muestras a tiempo 0 h y 48 h evidenciaron un
unico pico con tg de 3,45 £+ 0,02 min y 382 + 0,05 min para AzB y AzBBr,
respectivamente. Estos resultados permitieron corroborar la estabilidad quimica de los Fs
ensayados. La Figura 5 muestra, a modo de ejemplo, los cromatogramas obtenidos para

ambos compuestos en solucién reguladora de pH 5,8, a tiempo inicial y final del ensayo.
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Figura 5: Cromatogramas correspondientes al estudio de estabilidad quimica de AzB (A) y
AzBBr (B) a pH 5,8.

Los estudios de estabilidad a los pH fisiologicos 1,2; 5,8 y 7,4, demostraron que los Fs

tiazinicos estudiados son estables a 37 °Cy por 48 h.

3.3. ESTABILIDAD FOTOQUIMICA

3.3.1. MATERIALES Y METODOS

Los ensayos de fotoestabilidad correspondientes a los compuestos AzB y AzBBr (~ 10~
M) se desarrollaron en solucion reguladora de pH=7,4 y a temperatura ambiente. Las
muestras se irradiaron en una celda de cuarzo durante 2 h, utilizando una l@ampara LED
Parathom® (5w - OSRAM), que presenta un rango de emisién en la regién visible del
espectro electromagnético (luz blanca fria). La intensidad de irradiacion a 5 cm de
distancia fue de 8,4 mW/cm?. Las muestras recibieron una dosis total de luz de 60,5 J/cm?
durante el ensayo.

Los espectros de absorcidon referidos a los agentes fototerapéuticos de AzB y AzBBr, a
diferentes tiempos de irradiacion, se determinaron entre 200 y 800 nm con un
espectrofotdmetro Evolution 300 (Thermo Scientific). Finalmente, las muestras a tiempo
inicial y final se analizaron por HPLC, empleando la metodologia descripta en la Seccion
3.2.1. Todos los ensayos se realizaron por duplicado y los resultados se procesaron

aplicando el programa OriginPro 8 SRO.
3.3.2. RESULTADOS Y DISCUSION

Las curvas espectrales obtenidas durante el desarrollo de los estudios de fotoestabilidad
de AzB y AzBBr, evidenciaron una disminucion de los valores de absorbancia, a la

longitud de onda de maxima absorcion de los Fs, en funcion de la dosis de luz



administrada. Como se puede observar en la Figura 6, la degradacion del derivado
monobromado fue significativamente mayor que la correspondiente a su precursor, en

las condiciones experimentales evaluadas.
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Figura 6: Decamiento de la absorbancia de AzB () y AzBBr (®) en

funcién del tiempo de irradiacion.

La representacidn grafica de la concentracién en funcién del tiempo de irradiacién, para
ambos compuestos, permitié determinar el tiempo de vida Util (tg). Los valores de
coeficiente de extincién molar determinados previamente (Tabla 1; pendiente a pH 7,4),
se utilizaron para establecer la concentracidn de AzB y AzBBr, a los diferentes tiempos de
ensayo.

La degradacién de ambos compuestos, AzB y AzBBr, se ajustaron a una cinética de orden
cero, definida por la Ecuacién 8, donde (;es la concentracion a un tiempo determinado,
k es la pendiente, ¢ es el tiempo y C, es la concentracion inicial. A partir de estos
parametros se determind el tyy de cada Fs, aplicando la Ecuacién 9. En la Tabla 4 se

resumen los valores obtenidos para la cinética de degradacion de ambos Fs.

Cc=k xt+ C, Ecuacion 8

01x%C, ..
too = —— > Ecuacién 9



Tabla 4: Cinética de fotodegradacion.

Fs Pendiente (10-8M/min) Ordenada al origen (10> M) r2 tyo (x 101 min)
AzB 1,3+0,2 1,35+ 0,01 0,9919 10+ 2
AzBBr 31+0,2 98,2+ 0,6 0,9982 32+0,2

Los resultados obtenidos indican que la bromacién de AzB acelerd el proceso de
fotodegradacion de este Fs. El tgg de AzBBr es 3 veces menor que su precursor.

Ademas, analizando los perfiles de las curvas espectrales obtenidas durante este estudio,
se evidencio un corrimiento hipsocromico de 10 nm para la banda espectral de AzBBr, en
funciéon del tiempo de irradiacion (Figura 7). Este comportamiento condice con lo
descripto por otros grupos de investigacidn que evaluaron diferentes mecanismos de
degradacion catalitica de compuestos tiazinicos. Martinez y colaboradores estudiaron la
degradacion de AzB mediante el proceso sono-electro-Fenton. Los espectros de
absorcion obtenidos durante la descomposicion del Fs, evidenciaron un decaimiento en
los valores de absorbancia acompafiado de un corrimiento hipsocrémico de la longitud
de onda de maxima absorcion, hasta la completa desaparicién de la banda espectral.
Estos resultados sugirieron una degradacion completa de AzB, mediante la pérdida de
todos o gran parte de los grupos auxocrémicos.” Una descripcion mas detallada de las
reacciones involucradas en la degradacion de las tiazinas, ha sido publicada para el
fotosensibilizador AM, entre las cuales se involucran sucesivas desmetilaciones dando
origen a los compuestos AzB, AzA y Th, seguido por la pérdida de los grupos aminos, y la

apertura de los anillos aromaticos hasta la completa mineralizacién del Fs (Figura 8).%°
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Figura 7: Espectro de absorcién de AzBBr a diferentes tiempos de

irradiacion: (-) t=0 min y (--) t=120 min.



La Figura 9 muestra los cromatogramas obtenidos para AzB y su derivado
monobromado a tiempo 0 min y 120 min. El precursor presenté un Unico pico con tg
=3,45+0,02 min (n= 4), sin evidenciar productos de degradacion. La disminucion del area
de este pico en funcién del tiempo de irradiacién se corresponde con la inestabilidad
fotoquimica observada por espectrofotometria UV-Visible. Por otra parte, al analizar los
cromatogramas obtenidos para AzBBr, podemos confirmar que la bromacién acelero la
fotodegradacion de este Fs. Los cromatogramas no solo muestran una disminucion del
area del pico correspondiente a AzBBr, tx = 3,82 = 0,05 min, sino que ponen en
evidencia la formacién de productos de degradacion, mediante la deteccidén de un nuevo

pico con tg de 4,02 + 0,01 min.
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Figura 8: Mecanismo de degradacion de AM propuesto por Luan y colaboradores.*
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Figura 9: Cromatogramas obtenidos durante el estudio de fotoestabilidad de AzB (A) y AzBBr (B).

Las dos metodologias aplicadas en el estudio de estabilidad fotoquimica de AzB y AzBBr,
permitieron demostrar que la halogenacién desestabilizd la estructura del nuevo
derivado tiazinico, incrementando la degradacion del Fs en las condiciones evaluadas.
Ademas, el valor del tgy correspondiente a cada compuesto es un dato relevante que

condicionara la dosis de luz a aplicar en los futuros estudios de actividad fotodinamica.

4. ESTUDIO DE AGREGACION

El fendmeno de agregacién consiste en la asociacién entre moléculas de soluto en
solucion, dando origen a ensamblados (agregados) de unidades individuales
(mondmeros). Este fendmeno surge cuando las interacciones intermoleculares entre las
moléculas de soluto se vuelven energéticamente mas favorables que la interaccion entre
el soluto y las moléculas de disolvente.*! La teoria del exciton molecular de acoplamiento
dipolo-dipolo es una de las herramientas tedricas mas utilizada para identificar y analizar
diferentes tipos de agregados. De acuerdo con este modelo, los agregados paralelos,
también conocidos como agregados-H, exhiben una banda de absorcidon a longitudes de
onda menores que sus monomeros, mientras que los agregados cabeza-cola o
agregados-J presentan una banda con desplazamiento en direccién al rojo del espectro
electromagnético (Figura 10).°**

La asociacidon molecular es fuertemente afectada por varios parametros tales como
estructura y concentracion de soluto, temperatura, fuerza idnica y presencia de
disolventes organicos. La agregacion se incrementa con el aumento en la concentracion
del soluto o la fuerza idnica y disminuye con el incremento de la temperatura o la

adicion de disolventes organicos. Ademas, la incorporacidon de sustituyentes hidrofilicos,

como el grupo sulfonato, en la estructura de los compuestos produce una disminucion



de la agregacién, mientras que la inclusion de cadenas alquilicas aumentan este proceso
debido a que se incrementan las interacciones hidréfobas en solucion.**** Por otra parte,
se ha demostrado que la sustitucidn con grupos voluminosos, como t-butilo, aumenta la
concentracion de mondmero en solucion. Este comportamiento se asocid al

impedimento estérico, entre las moléculas del sustrato, ocasionado por el sustituyente
voluminoso.®

AGREGADOS H MONOMEROS AGREGADOS J
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Figura 10: Conformacion tipica de agregados H y J. Efecto en los espectros de absorcion UV-

Visible en relacién a su correspondiente mondémero.

La interaccion molecular que conduce a la agregacion es una de las caracteristicas mas
importantes de los Fs en solucion, ya que afecta su solubilidad, propiedades fotofisicas y
fotoquimicas.*® Existen numerosos antecedentes que demuestran que los Fs idnicos
tienden a agregarse en soluciones diluidas conduciendo a la formacion de dimeros y
agregados mayores. Las interacciones entre las moléculas de Fs producen
desplazamientos espectrales significativos y cambios en los perfiles de las bandas de
absorcién. Por esta razon, la espectrofotometria UV-Visible es una de las metodologias
mas utilizada para evaluar este fenomeno. Numerosos autores determinaron las
tendencias de agregacion de diferentes Fs ionicos, tales como AM, TN, CV vy
representantes de la familia de las Cianinas y los Xanteno, basandose en las desviaciones
de la ley de Lambert y Beer®® La auto-asociacién de estos compuestos tiene
consecuencias fundamentales para aplicaciones tan diversas como la tecnologia
fotografica, laseres sintonizables, dispositivos fotoelectronicos moleculares, dispositivos

de diagndstico de despolarizacion de la fluorescencia y la fotomedicina.’’



Particularmente en TFD se requiere una concentracion adecuada de la especie activa del
Fs en el sitio a tratar, durante un tiempo suficiente, a fin de producir el dafio celular
deseado. La formacion de agregados podria alterar significativamente la actividad
bioldgica del Fs ya que, generalmente, solo especies monoméricas son sensiblemente
fotoactivas.*®

Existen numerosos estudios de agregacion de Fs tiazinicos, principalmente relativos a TN
y AM, pero sus resultados son inconsistentes y en algunos casos contradictorios. Por
ejemplo, el valor de la constante de dimerizacién de AM varia entre 4x10>°M™" y 6x10°M™
en soluciones acuosas a 25-30°C.***** Esta situaciéon surge como consecuencia de
condiciones experimentales mal definidas y numerosas inconsistencias en el
procesamiento de los datos espectrales. Todos los trabajos publicados asumen que la
forma monomérica de esta familia de Fs esta presente en soluciones acuosas, incluso a
concentraciones altas, si bien no existen datos experimentales sobre la agregacién de los
compuestos tiazinicos en solventes monomerizantes a concentraciones bajas del Fs.**™*
Ademas, varias publicaciones sugieren una posible estructura dimérica de estos Fs, pero
no existen estudios que permitan caracterizar la especie agregada.**™*

Por este motivo, se desarrollé un profundo estudio del fendmeno de agregacion de AzB
y AzBBr en diferentes medios, modificando la temperatura y la concentracion de los Fs.
Con el fin de analizar la tendencia a la agregacion de los compuestos tiazinicos, se
evaluo el comportamiento de TN y AM, como representantes de esta familia. Ademas, se

determinaron los valores de las constantes de dimerizacién de estos Fs.

4.1. EN FUNCION DE LA CONCENTRACION DEL FOTOSENSIBILIZADOR.
4.1.1. MATERIALES Y METODOS

La agregacion de los fotosensibilizadores AzB y su derivado AzBBr se evaluaron en N,N-
dimetilformamida (DMF), dimetilsulféxido (DMSO), etanol (EtOH), mezclas EtOH: agua y
agua pura. Las soluciones patrén de cada Fs (0,1 mg/ml) se prepararon y diluyeron
apropiadamente con el mismo disolvente, a fin de obtener concentraciones del analito
en el rango de 107 M a 10 M. Las muestras preparadas en los diferentes medios, se
analizaron por espectrofotometria UV-Visible en el rango de longitudes de onda de 350
nm a 750 nm, empleando un espectrofotometro Evolution 300 (Thermo Scientific) y una
celda de cuarzo de 1 cm de paso Optico. Con el objetivo de corroborar los resultados
obtenidos a bajas concentraciones de Fs, se realizaron mediciones en un

espectrofotdmetro Shimadzu UV-1800 utilizando una celda de 5 cm de paso 6ptico. Los



resultados obtenidos de las mediciones espectrofotométricas se procesaron con el
programa OriginPro 8 SR0. Todos los experimentos se realizaron por duplicado con
resultados consistentes.

Ademas, el comportamiento de agregacion de TN y AM se estudié en DMF y agua pura, a
fin de evaluar el equilibrio monémero-dimero y la formacién de agregados de orden
superior, respectivamente. Estos estudios permitiran establecer la tendencia de
agregacion de la familia de compuestos tiazinicos.

Todos los Fs se adquirieron en Sigma Aldrich y se estudiaron sin purificacién adicional,
presentando porcentajes de pureza entre 92% y 98%. Los solventes utilizados para las
mediciones espectrofotométricas fueron de grado pro-andlisis (Cicarelli Sintorgan,
Anedra) y las soluciones acuosas se prepararon en agua ultrapura, mediante el sistema

de purificacion de agua Milli-Q® (Millipore Corporation).

4.1.2. RESULTADOS Y DISCUSION.
4.1.2.1. Agregacion de AzB y AzBBr en solventes organicos

Los espectros de absorcién UV-Visible registrados para el derivado AzBBr en DMF, se
presentan en la Figura 11A. A bajas concentraciones del Fs (<9,5uM) se observo un
Unico pico con un maximo de absorcién a 534 nm. El aumento de la concentracién
evidencié un incremento en la intensidad de este pico y la deteccién de uno nuevo a 655
nm. DMF es un solvente monomerizante ampliamente utilizado en estudios de
agregacion ya que permite evaluar las especies monoméricas.>>* Por esta razon, el pico
hipsocromico (534 nm) se asigné al mondémero de AzBBr, en tanto que la sefal
observada a mayores longitudes de onda (655 nm) corresponderia a un J-agregado, el
cual podria relacionarse con la estructura dimérica del compuesto evaluado. Por otra
parte, no se evidencid un cumplimiento de la ley de Lambert-Beer a las longitudes de
onda de maxima absorcion del monémero como asi también del agregado (Figura 11B),
efecto que corrobora la agregacion de este Fs.

Estos resultados son comparables a los obtenidos para el compuesto AzB en el mismo
solvente, con la particularidad de que en el intervalo de concentraciones estudiadas, los
espectros de absorcion presentan dos picos (Figura 12A). A 520 nm, se observa una
sefial no descripta en la literatura, que atribuimos a la forma monomérica, y un segundo
pico a 649 nm que pone de manifiesto la formacion del J-agregado. También se observé,
para este agente fototerapéutico, una desviacién de la ley de Lambert-Beer a las
longitudes de onda de maxima absorcion de la especie monomérica y de la forma

agregada (Figura 12B).
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El fendmeno de la agregacion de AzBBr y AzB, también se evalué en DMSO, otro solvente
monomerizante ampliamente utilizado.*®* El derivado bromado mostré un claro
equilibrio entre las formas monoméricas y J-agregados en el intervalo de
concentraciones estudiadas (Figura 13A). El mondmero presentd un pico a 540 nm,
mientras en tanto que el maximo de absorcidén a 659 nm se atribuy¢ a la forma dimérica,
que se transformo en la especie predominante a concentraciones superiores a 7,1 uM.
Los espectros de absorcidon de AzBBr en DMF y DMSO que se muestran en las Figuras
11A y 13A revelaron similares perfiles, con la salvedad que en el primer solvente la
forma monomérica se presentdé como Unica especie en soluciones diluidas, y el equilibrio
mondmero-dimero se observd a mayor concentracion de Fs que aquella detectada en
DMSO.

Las soluciones de AzB en DMSO (Figura 13B), presentaron un Unico maximo de
absorcién a 654 nm. Las curvas espectrales normalizadas a la Am.x (Figura 13B, inserto)
evidenciaron que los valores de absorbancia entre 475 nm y 575 nm disminuyeron a
medida que se incrementé la concentracion del Fs. Este efecto podria atribuirse
exclusivamente a la presencia de la especie monomérica de AzB. Al aumentar la
concentracion del agente fototerapéutico, el equilibrio monémero-dimero se desplaza

favoreciendo a la especie dimérica a expensas de su forma no agregada.
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Figura 13: Agregacion de los Fs en DMSO. A- Espectros de absorcion de AzBBr en funcién de la
concentracién del Fs, determinados en una celda de 1 cm de paso éptico. Inserto: espectros obtenidos
en celda de 5 cm. [AzBBr] (a) 0,9 uM; (h) 18.9 uM; (e) 3,5 uM; (i) 28,4 uM. B- Espectros de absorcion de
AzB en funcion de la concentracion del Fs, determinados en celda de 1 cm de paso 6ptico. Inserto:
espectros de absorcién normalizada a la Ama, ampliado entre 450 nm y 575 nm.
[AzB] (a) 0,7 uM (j) 14,7 uM



En EtOH, ambos Fs mostraron una absorbancia méxima predominante, correspondiente
al J-agregado. El derivado monobromado presenté un maximo de absorcién a 648 nm
(Figura 14A), en tanto que los espectros de absorcién normalizada, a esa longitud de
onda evidenciaron, que la absorbancia a aproximadamente 550 nm disminuye a medida
que la concentracion de Fs aumenta; efecto que podria atribuirse a la presencia de las
especies monoméricas. A fin de corroborar estos resultados, las mediciones se realizaron
utilizando una celda de 5 cm de paso Optico (Figura 14A, inserto). Las curvas obtenidas
permitieron detectar con claridad un pico a 545 nm y un maximo a 648 nm. Por lo tanto,
estos estudios evidenciaron la presencia de la especie monomérica a bajas
concentraciones de AzBBr con un maximo cercano a 550 nm, y la banda batocrémica
asignada a la formacion de J-agregados. Las curvas espectrales de AzB registradas en
EtOH demostraron un solapamiento a todas las concentraciones estudiadas y
presentaron un maximo de absorcidon a 640 nm, atribuido a la forma dimérica. En este
caso, no se observo la banda de absorcion correspondiente a la especie monomérica

(Figura 14B).
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Los estudios desarrollados permitieron la correcta identificacion de la especie
monomérica de los compuestos tiazinicos. Se observo el equilibrio entre mondémero y J-
agregado para AzBBr y AzB, confirmando que los solventes organicos evitan la formacion
de los agregados. Ademas, en las condiciones experimentales evaluadas, la especie
monomeérica de AzBBr se vio mas favorecida que el mondmero del precursor (AzB). La
forma monomérica del derivado bromado fue la Unica especie detectada a bajas
concentraciones del Fs en DMF (<9,5 uM), Figura 11A. También, se observd la presencia
del mondémero del nuevo derivado en medios con menor poder monomerizante, tales
como DMSO y EtOH. Este efecto podria atribuirse al impedimento estérico causado por
la incorporacién de un sustituyente voluminoso, tal como bromo, lo que dificultaria el
acercamiento de las moléculas del Fs, y por lo tanto las interacciones intermoleculares
que estabilizan el agregado.* Numerosos estudios manifiestan que la constante de
dimerizacion de una serie de compuestos disminuye cuando el volumen de los
sustituyentes aumenta. Monaham y colaboradores demostraron que la sustitucién de un
grupo metilo por un sustituyente etilo o isopropilo produce cambios significativos en la
estabilidad de la forma dimérica, lo que se refleja en la disminucion de las constantes de
dimerizacion.*” Otros autores han demostrado que los sustituyentes voluminosos como
el grupo ter-butilsulfonilo, presentan mayor inhibicién de la agregacién que los
correspondientes a las cadenas alquilicas largas.®> Sin embargo, grupos menos
voluminosos tales como metilo presentaron significativos efectos estéricos en la
agregacion de diferentes compuestos, ocasionando una marcada disminucion en las
constantes de dimerizacion.*” Los radios de van der Waals del 4tomo de bromo y del
grupo metilo son similares; por lo tanto, el impedimento estérico causado por éstos,
puede ser comparable.”®* Ademas, estudios previos han demostrado que la bromacién
de Rojo Neutro, compuesto con estructura similar a las tiazinas, provoca una disminucion
en la formacién de agregados.™

Es importante destacar que el fendmeno de agregacion no se debe confundir con el
solvatocromismo, efecto que permite explicar los desplazamientos espectrales
observados por cambios en la polaridad del solvente al evaluar un analito a una Unica
concentracion en diferentes medios.” El analisis del efecto causado por el incremento de
la concentracion de los Fs en un mismo medio es un pardmetro directamente
relacionado con el equilibrio monémero-agregado.

Las especies monoméricas y J-agregados de AzBBr y AzB se analizaron a la misma
concentracion en DMF, DMSO y EtOH con el fin de evaluar el efecto solvatocromico.

Ambas especies correspondientes a los Fs en estudio presentaron desplazamientos



batocromicos con el incremento de la polaridad del medio, efecto conocido como
solvatocromismo positivo.”? Los parametros cominmente utilizados para determinar la
polaridad de los solventes son la constante dieléctrica y la escala E(30) El primer
parametro representa el efecto del medio sobre la orientacion de moléculas cargadas o
polares en un campo eléctrico (interacciones entre cargas), en tanto que el segundo es
un descriptor de los enlaces de hidrégeno y las interacciones electrostaticas. .>*>*

La Figura 15 muestra las curvas de absorcién de la especie monomérica y dimérica de
AzBBr en los diferentes solventes evaluados. Se observd un desplazamiento batocromico
de las especies monoméricas de AzBBr a medida que el valor E(30) de los solventes
aumenta (valores Er (30): 43,8 (DMF); 45 (DMSO); 51,9 (EtOH)>). Por otra parte, el J-
agregado de este Fs evidencid maximos espectrales a 648 nm, 655 nm y 659 nm en
EtOH, DMF y DMSQO, respectivamente. Este comportamiento esta relacionado con un
efecto solvatocrémico positivo, st consideramos la constante dieléctrica como un

indicador de la polaridad del disolvente (valor constante dieléctrica: 24,5 (EtOH); 37
(DMF); 47 (DMSO)™).
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Figura 15: Efecto solvatocromico de la especie monomérica (A) y dimérica (B) de AzBBr,

evaluadas a la concentracion de Fs de 4,7 uM y 28,4 uM respectivamente.

Los resultados obtenidos evidencian que la formacion de dimeros implica diferentes
interacciones intramoleculares que afectan los enlaces entre el Fs y el disolvente. Las
especies monomeéricas pueden generar interacciones electrostaticas y enlaces de
hidrégeno con el solvente, mientras que la solvatacion de dimeros estaria mas

influenciada por las interacciones electrostaticas.



4.1.2.2. Agregacién de AzB y AzBBr en mezclas EtOH: agua y agua pura.

Las curvas espectrales normalizadas correspondientes a AzBBr (Figura 16A) y AzB
(Figura 16B) en EtOH: agua (75:25 v/v) son superponibles en el rango de
concentraciones evaluadas, con una longitud de onda de maxima de absorcién a 649 nm
y 644 nm, respectivamente. Los espectros de absorcion de ambos compuestos presentan
un hombro hipsocrémico (=600nm) independiente de la concentracion del Fs, el cual se
atribuye a transiciones vibracionales desde el subnivel mas bajo en el estado
fundamental, al segundo subnivel en el estado excitado.™

Estos espectros de absorcién podrian ser atribuidos a los J-agregados de cada
compuesto, de acuerdo a los resultados obtenidos en solventes organicos puros (Seccion
4.1.2.1). En las condiciones experimentales ensayadas, no se detectaron las bandas
monomeéricas correspondientes a AzB y AzBBr. Como era de esperar, en la mezcla EtOH:
agua (75: 25 v/v) ambos Fs se ajustaron a la Ley de Lambert-Beer en los intervalos de
concentraciones evaluadas, lo que indica la existencia de una Unica especie en solucion

(Figura 16, insertos).
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Figura 16: Agregacién de AzBBr (A) y AzB (B) en mezcla EtOH: agua (75:25 v /v). Inserto: Curvas
de absorbancia en funcion de la concentraciéon del Fs.
[AzBBr] (a) 3,3 uM; (k) 40,2 uM. [AzB] (a) 0,7 uM; (k) 19,6 uM

Al estudiar ambos Fs en la mezcla EtOH: agua (10:90 v/v), se observé un aumento en los
valores de absorbancia correspondiente al hombro hipsocromico en funcién de la
concentracion de AzBBr (Figura 17A) y AzB (Figura 17B). El derivado monobromado,
demostrd que el hombro se transformo en un nuevo pico de absorcidn con un maximo a

607 nm.
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Figura 17: Agregacion de AzBBr (A) y AzB (B) en mezcla EtOH: agua (10:90 v /v).
[AzBBr] (a) 3,3 uM; (m) 47,3 uM. [AzB] (a) 2,0 uM; (I) 26,2 uM

Los estudios realizados en agua pura, indicaron que el hombro de ambos compuestos
aumentd significativamente. Estos resultados sugieren que AzBBr (Figura 18A) y AzB
(Figura 18B) forman agregados superiores en medio acuoso, siendo el derivado
monobromado el que presenta mayor tendencia a la agregacion. Ademas, la forma
monomeérica de estos Fs no se detecto en solucion acuosa. Es importante destacar, que el
pico atribuido a los agregados de mayor orden presenta un maximo de absorcion
identificado entre los picos correspondientes al mondémero y dimero, por lo que se
evidencia un desplazamiento batocromico en comparacién con el pico atribuido al
mondmero, pero hipsocromico con relacién al agregado. En general, los datos
bibliograficos relativos a la agregacion de diferentes Fs, presentan una correlacién lineal
entre el grado de agregacion y el desplazamiento espectral. Sin embargo, se conoce que
los cambios espectrales ocasionados por la agregacion sélo dependen de la orientacién
mutua de los componentes. Por esta razon, es viable que algunos compuestos puedan
formar dimeros J o H, los que podrian dar lugar a diferentes tetrameros (ensamblados en
forma de escalera, ladrillos o lineales) con desplazamientos hacia el rojo o azul respecto
a su agregado menor o incluso las formas monoméricas.®’

Como conclusiéon parcial, podemos afirmar que la incorporacion de un atomo de bromo
a la estructura de AzB desestabilizé el J-agregado, que podria atribuirse a un dimero,
desplazando el equilibrio hacia la especie monomérica en solventes organicos, como ast

también a la formacién de agregados mayores en solucion acuosa.
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Figura 18: Espectros de absorcién normalizada a la L. del Fs, en agua pura, en funcién de la
concentracion de AzBBr (A) y AzB (B). [AzBBr] (a) 3,3 uM; (k) 40,2 uM. [AzB] (a) 2,0 uM; (k) 29,4 uM.

4.1.2.3. Agregacién de TN y AM en DMF y agua pura

Los espectros de absorcion normalizados de AzB (Figura 12A, inserto) y TN (Figura
19A) en DMF demostraron que estos Fs exhiben un comportamiento similar. En el rango
de concentraciones ensayadas ambos compuestos evidenciaron dos picos de absorcion:
uno de ellos, no reportado en la literatura, que corresponde a la especie monomérica
(observado aproximadamente a 500 nm) y otro que se atribuye a la formacién de
agregados J (observado a longitudes de onda mayores a 600 nm). Este ultimo pico es
asignado en la literatura a la especie monomérica de ambos Fs.

Los espectros de absorcidn que presenta AM en DMF (Figura 19B) muestran un pico
predominante con maximo de absorcién a 666 nm. En las curvas normalizadas (Figura
19B, inserto) se observd una disminucion de la absorbancia a aproximadamente 500 nm,
cuando se incrementa la concentracion de Fs. Los agentes fototerapéuticos AzBBr, AzB y
TN mostraron un pico definido alrededor de 500 nm, lo cual contrasta con el resultado
obtenido para el compuesto AM. Este resultado permitio inferir que, al igual que los
otros Fs tiazinicos evaluados, la forma monomérica de AM presenta un maximo de
absorcion a aproximadamente 500 nm.

Por otra parte, los estudios de estos Fs en agua pura no evidenciaron el pico
correspondiente a la especie monomérica (Figura 20). Los espectros de absorcion
mostraron los picos correspondientes a sus respectivos J-agregados. Ademas, se observo

una nueva banda en alrededor de 550-625 nm con el incremento de la concentracion de



los Fs, lo que se atribuyo a la formacidn de agregados de orden superior. Este efecto fue
menos marcado para el compuesto TN (Figura 20A), en tanto que se evidencié
claramente por AM (Figura 20B), AzB (Figura 18B) y AzBBr (Figura 18A).
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Figura 19: Espectros de absorcién normalizada a la Aynax del Fs, en funcion de la concentracion
de TN (A) y AM (B) en DMF. Inserto: ampliacion del espectro entre 430 nm y 445 nm.
[TN] (a) 1,5 uM; (1) 36,4 uM. [AM] (a) 1,3 uM; (g) 25,0 pM.
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Figura 20: Espectros de absorcién normalizada a la L.« del Fs, en funcidn de la concentracion
de TN (A) y AM (B) en agua pura. [TN] (a) 1,5 uM; (i) 80,1 uM. [AM] (a) 1,3 uM; (g) 31,3 uM.



4.1.2.4. Tendencia a la agregacién de AzB, AzBBr, TN y AM

Los resultados obtenidos para todos los Fs tiazinicos evaluados en DMF (Figura 11,
Figura 12 y Figura 19) permitieron determinar la siguiente tendencia de dimerizacién:
AM> TN = AzB> AzBBr. Debido a que la agregacién es un fendmeno complejo, varios
factores deben ser analizados para interpretar este comportamiento.

El compuesto AM incluye en su estructura dos aminas terciarias como sustituyentes, en
tanto que las tiazinas restantes presentan una amina primaria o secundaria en las
posiciones R, de la estructura del Fs (Esquema 1). Los atomos de hidrogeno de estos
sustituyentes pueden interactuar con las moléculas de DMF y por lo tanto estabilizar a la
forma monomérica. Numerosa literatura sostiene que los mondmeros estan presentes en
solucion, cuando las fuerzas que favorecen la solvatacion de estas especies son mas
fuertes que las interacciones intramoleculares de los compuestos evaluados.**® Por esta
razon, AM es el Fs que presenta mayor dimerizacion. El compuesto AzB posee sélo un
atomo donor de enlaces puente hidrogeno, a diferencia de TN que incluye en su
estructura dos aminas primarias capaces de generar este tipo de uniones. Por este
motivo, AzB deberia presentar mayor tendencia a la dimerizacion que TN. Por otra parte,
los sustituyentes metilo presentes en AzB podrian favorecer la presencia de las especies
monomeéricas por un incremento en el impedimento estérico. La combinacion de estos
factores, explican la similitud que se evidencia en el andlisis de agregacion de ambos Fs
en DMF (Figura 12 y Figura 19A). Finalmente, la comparaciéon de los resultados
obtenidos para AzB y AzBBr evidenciaron claramente el efecto causado por sustituyentes
voluminosos. La sustitucion de un atomo de hidrégeno por un atomo de bromo en la
estructura de AzB, sin modificar el grupo donor de enlaces de hidrégeno presentes en
los Fs, desestabilizo el J-agregado y contribuyé a la presencia de la especie monomérica
de AzBBr.

Esquema 1: Estructura quimica de los Fs tiazinicos estudiados

Compuesto R, R, R;

N AzB N(CHy), NH(CH,) H

AzBBr N(CHs), NH(CH5) Br

R s e N NH, NH, H

R3

AM N(CH,;), N(CH,), H




Por otra parte, la agregacion de los compuestos tiazinicos en agua presento el siguiente
orden: AzBBr> AzB =~ AM> TN (Figura 18 y Figura 20). Numerosa bibliografia demuestra
que, en soluciones acuosas, los compuestos lipofilicos exhiben mayor tendencia a
agregarse que los derivados hidrofilicos, debido a repulsiones hidréfobas con el medio.”
En concordancia con estos antecedentes, TN (el compuesto mas hidrofilico)® presenta
una menor tendencia a la formacién de agregados de orden superior, en tanto que el
derivado AzBBr (el Fs mas lipofilico)®® evidencié mayor tendencia a la agregacion en
solucion acuosa. Ademas, AM y AzB, que presentan valores de lipofilicidad similares, **%
evidenciaron efectos de agregacidon comparables en agua. Estos resultados coinciden
con los publicados por Chakraborty y colaboradores, quienes estudiaron el fenémeno de
agregacion de TN, AzB y AM, entre otros compuestos, y sugirieron que la lipofilicidad de
las moléculas aumenta la tendencia a la agregacion, a excepcion de AM que presentd

menor agregacién debido al impedimento estérico causado por el grupo metilo.*

4.2 EN FUNCION DE LA TEMPERATURA

4.2.1. MATERIALES Y METODOS

El comportamiento de agregacién de AzB, AzBBr, TN y AM en funcién de la temperatura
se evalud por espectrofotometria UV-Visible. Las soluciones patrén de cada Fs (0,1
mg/mL) se prepararon en DMF y se diluyeron apropiadamente con el mismo solvente,
para obtener tres soluciones en el rango de concentraciones de 10° M - 10° M.
Diferentes alicuotas de 2 mL de cada solucion, se colocaron en un bafo termostatico
Haake F3-K durante 30 minutos, a distintas temperaturas (25 - 75°C). Finalmente, se
analizaron por espectrofotometria UV-Visible en el rango de longitudes de onda de 350
nm a 750 nm, empleando un espectrofotometro Evolution 300 (Thermo Scientific) y una

celda de cuarzo de 1 cm de paso 6ptico.

4.2.2. RESULTADOS Y DISCUSION.

Uno de los factores que impacta en la agregacion de los Fs es la temperatura. La forma
monomérica de numerosos compuestos predomina sobre la forma dimérica, cuando se
incrementa la temperatura del medio.® Con el fin de evaluar el equilibrio monémero-
dimero de las cuatro tiazinas estudiadas, se analizo el efecto de la temperatura sobre la
monomerizacidn de estos compuestos utilizando DMF como solvente.

El principal objetivo de este estudio es analizar la especie monomérica de AM, la cual
solo se predijo en base a una disminucion en los valores de absorbancia a

aproximadamente 500 nm en funcion de la concentracién del Fs (Figura 19B).



La Figura 21 muestra las curvas espectrales obtenidas para todos los Fs en funcién de la

temperatura. Un punto isosbéstico se observo claramente a alrededor de 540 nm a 570

nm para todos los compuestos. Estos resultados confirman la existencia de dos especies

en solucién: monémeros (500 nm -550 nm) y dimeros (600 nm -650 nm). El incremento

de la temperatura, evidencié una disminucion de la forma dimérica y un aumento de la

especie monomérica. Con el objetivo de resaltar este efecto, se analizaron las curvas

espectrales normalizadas a la Ama de las especies dominantes para cada Fs (Figura 21,

insertos). La forma dimérica de AzB, TN y AM es la principal especie en solucion, en

tanto que el mondémero es la especie predominante para AzBBr.
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Figura 21: Espectros de absorcién de AzBBr (48 uM-A), AzB (32 uM-B), TN (18 uM-C) y AM (25 uM-D)

en DMF en funcién de la temperatura. Inserto: espectros de absorcién normalizados a la Ayax.

Estos resultados demuestran que la monomerizacién causada por un aumento de la

temperatura es significativa para el derivado monobromado. La agregacion de este

compuesto se inhibe completamente cuando la muestra alcanza los 75°C en todas las



concentraciones evaluadas. Por otra parte, las especies monoméricas de AzB y TN se
evidenciaron claramente a las tres concentraciones de Fs evaluadas. Por ultimo, la
presencia del mondmero correspondiente a AM se evidencid en mayor grado, con el
aumento de la temperatura (Figura 21D), en comparacion con las variaciones de
concentraciones del Fs (Figura 19B). Estos resultados demuestran que la forma
monomérica de AM presenta un maximo de absorcion a alrededor de 500 nm
comparable con los otras compuestos tiazinicos evaluados. La monomerizacion de AzBBr
y AM, es mayormente afectada por las variaciones de la temperatura en comparacion con
los cambios en la concentracion del Fs. Los agentes fototerapéuticos AzB y TN que
evidenciaron un comportamiento similar frente a ambas variables.

Es importante resaltar que los ensayos de agregacion en funcion de la temperatura se
realizaron a tres concentraciones diferentes de cada Fs, mostrando en todos los casos la
misma tendencia. Por esta razon y a modo de ejemplo se representaron los resultados
correspondientes a una Unica concentracion en la Figura 21.

Por otra parte, como etapa preliminar a los ensayos de agregacion en funcion de la
temperatura, se estudio la estabilidad térmica de todas las estructuras tiazinicas en las
condiciones experimentales ensayadas.

En conclusion, las variacion en la concentracion de los Fs y los cambios en la temperatura
demostraron que las especies monoméricas correspondientes a los compuestos
tiazinicos presentan un maximo de absorcién cercano a los 500 nm. Dicha especie, puede
formar J-agregados con el incremento de la concentracidon del Fs y la disminucién

temperatura.

4.3. DETERMINACION DE LA CONSTANTE DE DIMERIZACION
4.3.1. MATERIALES Y METODOS

La constante de dimerizacion (Kq) de los compuestos tiazinicos se determiné a partir de
curvas experimentales en DMF utilizando el programa DECOM. Esta aplicacion
proporciona una herramienta convencional, fiable y facil de usar para analizar el
equilibrio mondmero-dimero a partir de los resultados experimentales obtenidos por
espectrofotometria UV-Visible.** El procesamiento de datos por DECOM consiste
principalmente en dos etapas: la determinacion de la constante de dimerizacion y la
descomposicion espectral. Una descripcion detallada de la metodologia y las

aplicaciones de este programa han sido recientemente publicadas por sus autores.®*®



Los valores de Ky se calcularon aplicando el método de cuadrados minimos con ajustes
lineales y no lineales, analizando los datos espectrales obtenidos, para el intervalo de

concentraciones de los Fs entre 1 x 10° M - 1 x 10™° M.

4.3.2. RESULTADOS Y DISCUSION.

Los valores de K4 obtenidos y la descomposicién espectral de AzB, AzBBr y TN en DMF
seran discutidos en esta Seccion. Es importante destacar que, si bien el equilibrio
mondmero-dimero correspondiente a AM se evidencié en los ensayos realizados, la
banda atribuible a la especie monomérica de este Fs no se definié claramente, por lo
cual estos datos se excluyeron del analisis.

Los espectros de absorcion calculados para las especies monoméricas y diméricas de TN,
AzB y AzBBr se muestran en la Figura 22. Estos resultados corroboran el equilibrio
mondmero-dimero que se observo en las condiciones experimentales. Los espectros
calculados para las especies monoméricas y diméricas evidenciaron curvas de absorcion
comparables a los datos experimentales.

La eficacia de los ajustes lineales y no lineales fueron aceptables y los valores de Kg
obtenidos por ambos métodos fueron semejantes (Tabla 5). Estos resultados
confirmaron que la dimerizacién de TN y AzB son similares, en tanto que el agente
fototerapéutico AzBBr presentdé menor tendencia a la dimerizacion. Ademas, la
sustitucién de un atomo de bromo en la estructura de AzB ocasiond un aumento en la
Amax COmMoO asi también en el coeficiente de absortividad molar (¢) de la especie
monomeérica y dimérica de este Fs. Este efecto es consecuencia de la inclusion de un
sustituyente con pares de electrones libres (débilmente electronegativo) en una posicion

particular del sistema tiazinico (Esquema 1).
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Figura 22: Espectros de absorcién calculados en DMF para el mondmero (rosa) y dimero (azul)
correspondientes a TN (A), AzB (B) y AzBBr (C) en DMF.



Tabla 5: Resultados obtenidos del analisis del equilibrio de dimerizacién empleando DECOM.

Log K,
Fs . . 8Monomer (M-lcm-l) 8D|'mer(|\/|-lcm-1)
Lineal No lineal
TN 4,35 4,65 2,85 x10% (A=504 nm) 1,69 x10° (A=611 nm)
AzB 4,50 4,80 2,72 x10* (A=520 nm) 9,09 x10* (L=648 nm)
AzBBr 4,02 4,05 3,55 x10* (A=532 nm) 1,85 x10° (A=655 nm)

La determinacién de K4 permitié corroborar la tendencia de agregacién establecida en

base de los resultados experimentales obtenidos en DMF (Seccion 4.1.2.4).

5. PRODUCCION DE OXiGENO SINGLETE

El principio de la TFD se sustenta en la capacidad de un Fs de generar 'O, o diferentes
ERO, a partir de su estado triplete excitado, tal como se desarrollé en la Seccion 2,
Capitulo 1. Estas especies reactivas son responsables de desencadenar alteraciones en
diversas biomoléculas y promover asi la muerte celular. Es importante destacar que el
'0, se encuentra entre las especies reactivas de oxigeno mas nocivas y es considerado el
principal responsable del efecto bioldégico, ocasionado por esta modalidad
terapéutica.®®®’

EL 'O, es el primer estado electronicamente excitado de oxigeno molecular. Debido a la
disponibilidad del orbital m* 2p, presenta alta reactividad quimica y desempefa un papel
central en muchos procesos de fotooxidacion biolégicos y quimicos. Esta especie es una
de las principales con potencial dafio para muchas biomoléculas tales como lipidos,
proteinas y ADN, que pueden desencadenar la muerte celular.®®® Los lipidos, al ser
alquenos que contienen hidrégenos alilicos, reaccionan produciendo hidroperdxidos
lipidicos, principalmente de configuracién trans, lo que puede generar severas
consecuencias en las membranas celulares. Estos hidroperoxidos son inestables y pueden
desencadenar reacciones de peroxidacion en cadena. Por otra parte, esta ERO también
puede reaccionar con moléculas que contienen nitrogeno o azufre, tales como algunos
aminoacidos y bases nitrogenadas. Triptdfano, tirosina, histidina, metionina, cisteina y
cistina son los aminoacidos que se oxidan significativamente en presencia de 'O, a pH
fistolégico, dando origen a diferentes hidroperoxidos y endoperéxidos. En el caso de las
bases nitrogenadas que conforman el ADN celular, la oxidacidon se produce
principalmente en los sitios de desoxiguanosina, formando un endoperdxido en

presencia de este agente oxidante.”” En consecuencia, el estrés oxidativo generado por el



tratamiento fotodinamico puede alterar la permeabilidad de las membranas celulares;
causar dafos e inestabilidad gendmica, disminuir la actividad catalitica de ciertas
enzimas y generar proteinas mas susceptibles a la degradacion proteolitica. Estas
alteraciones impactan en el metabolismo celular y pueden inducir a la muerte por
apoptosis o necrosis.”!

El §» es una medida cuantitativa de la eficiencia que presentan los Fs para utilizar la
energia en forma de luz y convertir al oxigeno en el estado fundamental en '0,. La
capacidad que tiene un Fs de generar ERO depende de numerosos factores. La
agregacion de estos compuestos en diferentes medios, puede afectar la reactividad de
los mismos. Esta demostrado que la formacion de ensambles moleculares puede
disminuir e inclusive producir la pérdida de la actividad fotodinamica de numerosos
FS.72'73

Diversas metodologias se han desarrollado, probado y aplicado en las ultimas décadas
para la determinacion del ¢, correspondiente a diferentes Fs. La evaluacion de
luminiscencia de 'O, es una metodologia directa que permite la cuantificacion del 'O,
generado, mediante la medicién de la fosforescencia resuelta en el tiempo a 1270 nm. Si
bien, la luminiscencia de esta especie es muy baja en la mayoria de los disolventes, el
uso de detectores de alta sensibilidad permite la determinacién, con gran precisién, de
los ¢4 Sin embargo, estas evaluaciones resueltas en el tiempo requieren de equipos
sofisticados y costosos. Por este motivo, numerosas mediciones indirectas son
empleadas para la determinacion de los ¢, de distintos Fs. Estos métodos se basan en el
analisis cuantitativo de las reacciones de fotooxidacién de diferentes sustratos durante el
proceso de fotoexcitacion del Fs. Los sustratos empleados son conocidos como
atrapadores quimicos del 'O, por lo que reaccionan facilmente en presencia de esta ERO,
y su descomposicion puede evaluarse mediante diferentes metodologias, tales como la
espectrofotometria de absorcion o fluorescencia. La disminucion de la concentraciéon del
sustrato est4 directamente relacionada con la cantidad de 'O, generado. Entre los
compuestos mas utilizados como atrapadores quimicos del 'O, se destacan: 1,3-
diphenylisobenzofurano, triptéfano, DMA, diferentes derivados 4cidos, entre otros.”

Se discutié en la Seccion 4 de este Capitulo, que los estudios de agregacidén permitieron
identificar a la especie monomérica de los Fs tiazinicos, como ast también corroborar que
las asignaciones realizadas en la literatura hasta el presente son erroneas. La especie
descripta como mondmero corresponde de manera inequivoca a la forma dimérica de
los compuestos tiazinicos. Es importante destacar, que no se registran antecedentes

relativos a las propiedades fotoquimicas de la forma monomérica de esta familia de Fs.



Absorbancia

Con la finalidad de determinar la eficacia fotodinamica de la especie no agregada de AzB
y su derivado monobromado como ast también, analizar el efecto de la agregacion en la
produccién de 'O, de estos Fs, se evalud el ¢, en diferentes disolventes empleando dos

metodologias disponibles.

5.1. LUMINISCENCIA DEL OXIGENO SINGLETE
5.1.1 MATERIALES Y METODOS

Con el objetivo de determinar el ¢, de la especie monomérica de AzB y AzBBr, se
prepararon soluciones de los Fs con valores de absorbancia cercanas a 0,15 a 532 nm en
DMF, solvente que favorecié en mayor medida la monomerizacion de los compuestos
tiazinicos (Seccion 4.1.2.1). En estos ensayos, se empled a RB como referencia, debido a
que este Fs presenta maxima absorcion a 562 nm, longitud de onda comparable a las
correspondientes a los mondmeros de las tiazinas evaluadas. Por otra parte, los ¢, de las
formas diméricas de AzB y AzBBr, se evaluaron en metanol deuterado (MeOD), utilizando
a AM como referencia.”” El metanol (MeOH) estabiliza a la especie dimérica de los tres
compuestos (Figura 23) y la deuteracién del medio aumenta el tiempo de vida del 'O,

posibilitando su deteccion.”

00
450 S0 S0 600 60 700

ongitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

Absorbancia
Absorbancia

T T T T T T T T T
450 500 550 600 650 700 450 500 550 600 650 700 450 500 550 600 650 700

Longitud de Onda (nm) Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

Figura 23: Agregacion de AzB (A), AzBBr (B) y AM (C) en funcidén de la concentracion del Fs
(3,3 -20,8 uM) en MeOH.

Las soluciones de los tres agentes fototerapéuticos a evaluar se prepararon a una
concentracion tal que presentaran un valor de absorbancia cercano a 0,3 a la longitud de
onda de excitacion. Todas 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 filtro



apropiadamente, a fin de variar la energia de irradiacion. La emisidon fosforescente del
0, generado se detecté a 1270 nm con un detector de Ge amplificado (Judson J16/8SP)
después de 4 - 6 pus del impulso de laser. La salida del detector esta acoplada a un
osciloscopio digital y a una computadora para el procesamiento de datos. Las sefiales de
10 pulsos de laser se promediaron y la traza obtenida se ajustd a una funcion
monoexponencial de tiempo caracterizado por ta.

La representacion gréafica de la intensidad de la fosforescencia de 'O, a tiempo cero, para
cada uno de los compuestos, en funcidén de la energia de irradiacion permitié determinar
el ¢, se determind mediante la comparacion de las pendientes obtenidas para las formas

monomeéricas y diméricas de los Fs en estudio y los compuestos de referencia.
5.1.2. RESULTADO Y DISCUSION

La generacién total de 'O, se evalué mediante luminiscencia y los resultados obtenidos
para las formas monoméricas y diméricas de AzB y AzBBr, como asi también para las
sustancias de referencias utilizadas, se muestran en la tabla 6. El Fs AzB presentd un
resultado comparable a RB en DMF, mientras que el nuevo derivado monobromado
superd en gran medida el ¢, de la referencia. Estos resultados demostraron que la

especie monomérica de los Fs tiazinicos es buena productora de 'O,.

Tabla 6: Rendimiento cuantico de oxigeno singlete (¢A).

Luminiscenciadel 10, Fotooxidacion de DMA
Solvente Fs
EspecieP Pendiente b, Especie®  Pendiente (x10-%) b,
AzB M 0,36+0,04 0,72 M-D 8,1+0,1 0,29
M 0,50+0,02 1,0 M 2,45+0,05 0,09
DMF AzBBr
- - - M-D 21,5104 0,77
RB M 0,38+0,02 0,76¢ M 20,9+0,05 0,76¢
AzB D 0,17+0,02 0,35 D 8,56+0,07 0,39
MeOH? AzBBr D 0,37+0,03 0,77 D 20,9+0,2 0,93
AM D 0,24+0,02 0,5¢ D 10,9040,08 0,5¢

Z Solvente deuterado empleado en los ensayos de luminiscencia.

Especies exitadas: Monomero (M); Dimero(D); Equilibrio Monémero-Dimero (M-D).
C

Dato de literatura.”

Por otra parte, la especie dimérica de estos compuestos se evalu6 en MeOD. Los
agregados de AzB y AzBBr presentaron ¢, mas bajos que sus respectivos mondmeros

(tabla 6). Investigaciones previas sostienen que la agregacion reduce el tiempo de vida



del estado excitado de muchos Fs, probablemente por un incremento en la disipacién de
energla no radiativa del estado excitado, lo que conduce a una reduccidon en la
generacidon de ERO y consecuentemente disminuyen el potencial terapéutico de estos
compuestos.”’

La comparacion los resultados obtenidos en ambos medios, permite observar que la
bromacién incrementé significativamente la produccion de 'O, total. Este fenémeno se
asocia con el conocido efecto del atomo pesado. La presencia de dtomos con nimero
atomico elevado facilita el cruce entre sistemas (ISC), dando origen al estado excitado
triplete del Fs y favoreciendo la formacion de ERO (Seccion 2 del Capitulo 1).7879

En conclusion, la especie monomérica de los compuestos tiazinicos presentd mayor ¢,

que su correspondiente agregado, siendo el nuevo derivado monobromado el mejor

productor de 'O, convirtiéndose en un buen candidato para la aplicacion en TFD.

5.2. FOTOOXIDACION DE 9,10 DIMETILANTRACENO
5.2.1 MATERIALES Y METODOS

Como metodologia indirecta para determinar el ¢,, se evalud la fotooxidacion de 9,10
dimetilantraceno (DMA, Aldrich) ocasionada por el 'O, reactivo generado por las
especies monomeéricas y diméricas de AzB y AzBBr.

Diferentes soluciones de DMA (35 uM), en presencia y ausencia de los FS (absorbancia =
0,1 6 0,3), se prepararon en DMF y MeOH y posteriormente se irradiaron en una celda de
cuarzo de 1 cm de paso 6ptico, durante 360 s, utilizando una ldmpara de LED (Osram
PARATHOM®, 5W: 8,4 mW/cm?). RB y AM se utilizaron como compuestos de referencia
para la evaluacion de las especies monoméricas y diméricas de los Fs tiazinicos,
respectivamente. La cinética de descomposicion de DMA se analizd a partir de la
disminucion de la absorbancia a 378 nm (maximo de absorcién de este atrapador de
10,), utilizando un espectrofotometro UV-Visible Shimadzu UV-160.8%8!

Las constantes de velocidad observadas (Kops) se determinaron mediante el ajuste lineal
de la representaciéon grafica del Ln (Ao / Ar) en funcion del tiempo de irradiacion, donde
Ao y A; son los valores de absorbancia maxima de DMA a tiempo cero y a diferentes
tiempos respectivamente. El ¢, de las especies monoméricas y diméricas de AzB y AzBBr
se determinaron aplicando la Ecuacién 10, donde Abs; es la absorbancia inicial, de la

referencia (Ref) o del Fs, a la Amax de cada compues.to.82

Ref, Fs Ref
R KES  Abs .
I =g Ecuacion 10
k,ps Absg®



5.2.2. RESULTADOS Y DISCUSION

La fotooxidacion de DMA se aplicé para evaluar el ¢, reactivo de las formas
monoméricas y diméricas de AzB y AzBBr. Este es un parametro importante para el
desarrollo de nuevos Fs, ya que es indicativo de la produccién de 'O, con capacidad de
reaccionar quimicamente con diferentes sustratos, lo que conduce a la destruccion de
tejidos o células anormales.”>®® Es importante resaltar que la excitaciéon de los Fs se
realizd con luz blanca, la cual puede excitar tanto a los mondémeros como a los dimeros
estudiados. Por este motivo, es necesario determinar las especies presentes en las
condiciones experimentales, ya que todas pueden participar en la produccién *0,. Como
se muestra en la Figura 24, las formas monoméricas de AzBBr y RB presentaron valores
de absorbancia cercanos a 0,15 en DMF, sin evidenciar la formacién de agregados. Por
otra parte, AzB presentd un equilibrio mondmero-dimero en las mismas condiciones
experimentales. Con el fin de evaluar el efecto de la presencia de dimero en la
produccion de '0,, se evalud el ¢, de AzB y AzBBr en soluciones que presentaron valores
de absorbancia cercana a 0,1 a la Ay de la especie dimérica. En estas condiciones,

ambos compuestos exhibieron equilibrio monémero-dimero.
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——— AzBBr monémero-dimero (monémero }Lm:534nm; dimero Xmaxz 655nm)

0,6
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0,2

0,0 4

T T T T T T
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Figura 24: Espectros de absorcion de los Fs en DMF.

Es importante destacar que la descomposicion de DMA fue dependiente del 'O,, en las
condiciones experimentales empleadas, debido a que no se evidencid degradacién en
ausencia de Fs. La produccion del 'O, reactivo generado por las diferentes especies de
agregados se muestra en la tabla 6. En contraste con la produccién total de 'O, (ensayos

de luminiscencia), la forma monomérica de AzBBr presentd el menor valor de ¢a. Sin



embargo, este Fs incrementd la produccion de ERO cuando la especie dimérica estuvo
presente en solucion. Estos resultados ponen en evidencia que la presencia del dimero
aumenta notablemente la produccion de 10, reactivo, atribuible al compuesto AzBBr.
Con la finalidad de evaluar el ¢, de la forma dimérica de estos Fs, como Unica especie en
solucion, se determind la fotooxidacidn de DMA en MeOH. Como era de esperar, el ¢,
de la forma dimérica de AzBBr fue superior, que la correspondiente a la misma especie
de su precursor. Ademas, el valor obtenido para el nuevo Fs superé la generacion de 'O,
de AM, lo que sugiere que el agregado de AzBBr presenta buenos perfiles para su
aplicacion en TFD y TFDA.

Los resultados obtenidos por ambas metodologias, demostraron que las formas
diméricas de los Fs evaluados, presentan valores similares de ¢,. Esto significa que la
totalidad del 'O, generado es capaz de reaccionar con diferentes moléculas,
desencadenando el efecto terapéutico deseado. Por otra parte, se observaron diferencias
importantes en el ¢, total y reactivo de las especies monoméricas. Estas discrepancias
podrian atribuirse a que la mayor parte del 'O, generado, sufre una desactivacion fisica
rapida por interaccion con la forma no agregada del Fs. Esta hipétesis se sustenta en que
no se observaron cambios espectrales en las curvas de absorcion de AzB y AzBBr,
durante el ensayo de fotooxidacién de DMA. Por lo tanto, las especies monoméricas de
los compuestos tiazinicos podrian actuar como Fs y desactivantes del 'O,
simultaneamente, comportamiento que ha sido descrito por varios autores para
diferentes sustratos.®*®® Las interacciones intramoleculares que estabilizan a la especie

dimérica, podrian inhibir o disminuir el efecto desactivante de AzB y AzBBr.

5.3. EFECTO DESACTIVANTE DEL OXIGENO SINGLETE

La interaccion del 'O, y un compuesto desactivante o guencher, conduce a la formacién
de un complejo excitado, denominado exciplejo, el cual se desactiva mediante diferentes
procedimientos que implican transferencias de energia o reacciones quimicas. El primer
mecanismo se denomina desactivacion fisica y se caracteriza por la pérdida de energia
de una molécula excitada, a través de una interaccion reversible con una molécula en el
estado fundamental, sin generar nuevos productos de reaccién. Por otra parte, la
desactivacion quimica involucra una reaccion quimica entre el gquencher y el 'O,.
Generalmente, la molécula desactivante se oxida dando origen a diferentes productos de
degradaciéon.?’

Numerosas publicaciones cientificas demuestran que los derivados de N,N-dimetilanilina

pueden actuar como desactivantes fisicos mediante la formacion de un exciplejo con el



'0, (Figura 25).%%**° Como se puede observar en el Esquema 1 (Seccién 4), los Fs
tiazinicos presentan en sus estructuras quimicas N,N-dimetilanilina, por lo tanto podrian
comportarse como quenchers fisicos. Por este motivo, se evalud el efecto causado por la
presencia de la especie monomérica y dimérica de AzBBr, en la produccién de 'O, del

compuesto RB en DMF y MeOH, respectivamente.

H3C\ H3C\ H;C
102 + N—@ — 102& ----- N@ —> 302 + N—@
/ X / X X

H,C H,C H;C

Figura 25: Mecanismo de desactivacion del '0,

Como etapa previa a estos estudios, se corrobord que la especie monomérica de RB
estuviera presente en ambos medios. Como se puede observar en la Figura 26, el
mondmero de RB es la Unica especie presente en soluciones de DMF y MeOH,

presentando un maximo de absorcion a 562 nm y 555 nm respectivamente.
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Figura 26: Agregacion de RB, en funcidon de la concentracion del Fs, en DMF (A) y MeOH (B). [RB]

(@) 9,8uM (j) 29,5 mM. Inserto: espectros de absorcidn normalizados a la A, de RB.

5.3.1. MATERIALES Y METODOS

Con el objetivo de evaluar el efecto desactivante de la especie monomérica y dimérica de
AzBBr, se analizd la fotooxidacidon de DMA en diferentes solventes, utilizando a RB como

generador de 0.



El desarrollo de estos ensayos requirid la preparacidon de muestras de RB (absorbancia =
0,2) y DMA (35 uM) en presencia y ausencia de AzBBr (absorbancia = 0,1). Las mismas se
irradiaron durante 360 s utilizando una ldmpara de LED (Osram PARATHOM®, 5W; 8,4
mW/cm?) y se analizaron a diferentes tiempos por espectrofotometria UV-Visible. Las
curvas espectrales entre 200 y 800 nm se determinaron en un espectrofotometro UV-
Visible Shimadzu UV-160, empleando una celda de cuarzo de 1 cm de paso Optico. La
cinética de descomposicidn DMA se analizé en funcién de la disminucién de los valores
de absorbancia a 378 nm (maximo de absorcion de este atrapador de '0,). Es importante
resaltar, que los ensayos se realizaron por duplicado en DMF y MeOH, a fin de evaluar el

efecto causado por la especie monomérica y dimérica de AzBBr respectivamente.
5.3.2. RESULTADOS Y DISCUSION

La Figura 27 muestra la produccién de 'O, de RB como Unico componente y en
presencia de la especie monomérica de AzBBr en DMF. Los valores de las pendientes
obtenidas para ambas muestras son (2,22 + 0,01) x10° y (1,77 + 0,03) x10°
respectivamente. Estos resultados indican que el ¢, disminuy6 aproximadamente un 20%
con la adiciéon de la forma monomérica de AzBBr. En consecuencia, se puede afirmar que
el monémero de este compuesto posee un importante efecto desactivante del *O,. Estos
resultados son comparables con los presentados en la Seccion 5.2, indicando que no se
observaron cambios en las curvas espectrales correspondiente a AzBBr durante la

irradiacién, por lo cual el proceso de desactivacion seria principalmente fisico.
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Figura 27: ¢, de RB como Unico componente (=) y en presencia del

mondémero de AzBBr (e) en DMF.



Los resultados obtenidos en estos ensayos, corroboran el analisis de los espectros de
luminiscencia del 'O, (Seccién 5.1) en presencia de la especie monomérica de los
diferentes Fs en DMF. Como se muestra en la Figura 28, el tiempo de vida de 10, es
menor en presencia de las estructuras tiazinicas, en comparacion con RB, lo que confirma

la actividad desactivante de la especie monomérica de los compuestos AzB y AzBBr.

Tiempo (ps)

Figura 28: Luminiscencia del 'O, en presencia de las especies monoméricas de los diferentes Fs

Con el objetivo de confirmar que la especie dimérica de los Fs tiazinicos no presentan
actividad de quenchers, se determind el ¢, de RB, en ausencia y presencia de AzBBr,
utilizando MeOH como solvente. La Figura 29 pone en evidencia que la produccién de
o, correspondientes a RB (pendiente = (1,39 + 0,01) x10%) aumentd en presencia del
agregado del Fs tiazinico (pendiente = (1,52 + 0,03) x107%). Estos resultados confirman,
que la forma monomérica de RB y dimérica de AzBBr, se comportan como productores
de 0,. Es decir que el dimero del derivado monobromado no generé la desactivacién de
la ERO evaluada. Los espectros de fosforescencia del !0, determinados en MeOD en
presencia de las especies diméricas de los compuestos AM, AzB, y AzBBr corroboraron
estos resultados. Al comparar el tiempo de vida del !0, en estas muestras, no se
observaron diferencias significativas, presentando valores cercanos a los 200 ps en todos
los casos.

El grupo N,N-dimetilanilina, presente en las estructuras tiazinicas, podria estar
involucrado en las diferentes interacciones que estabilizan a los agregados, quedando
menos disponible para la formacién del exciplejo con el 'O, mediante el cual se produce

la desactivacién de la molécula excitada. Otros autores han demostrado que numerosos



factores pueden afectar las propiedades fotofisicas y fotoquimicas de los Fs y que ciertos
agregados moleculares presentan mayor produccién de 'O, que sus respectivos
monodmeros.”! Los resultados obtenidos en estos estudios revelaron que la especie
dimérica de los agentes fototerapéuticos AzB y AzBBr, son mejores candidatos para la

aplicacion en TFD y TFDA que sus respectivas formas monoméricas.
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Figura 29: ¢, de RB como Unico componente (=) y en presencia del dimero de AzBBr (A) en MeOH.

6. CONCLUSIONES

Los ensayos realizados permitieron evaluar diferentes propiedades de los Fs tiazinicos
que podrian condicionar su accion terapéutica. Los resultados obtenidos brindaron
informacién relevante a cerca del comportamiento de AzB y AzBBr en condiciones
fisioldégicas y durante el tratamiento fotodinamico, como asi también permitieron
seleccionar a la especie fotoquimicamente activa de estos compuestos.

Los valores de pK, determinados demostraron que la forma catidnica de ambos Fs es la
Unica especie en solucidén a los pH fisioldgicos 1,2; 5,8 y 7,4. Considerando que los
compuestos con carga positiva, presentan alta selectividad para el tratamiento
fotodinamico de diferentes células cancerigenas, bacterias y hongos, podemos afirmar
que AzB y AzBBr son buenos candidatos para su aplicacién en TFD y TFDA.

Por otra parte, estos compuestos presentan alta estabilidad quimica en las condiciones
experimentales evaluadas. Sin embargo, los estudios de fotoestabilidad, revelaron que la
bromacién incrementé la inestabilidad de los Fs. El too de AzB disminuyd un 68% por
efecto de la halogenacién. Estos valores permitiran definir la dosis de luz empleada en

los estudios de actividad fotodinamica.



Los ensayos de agregacion permitieron identificar a la especie monomérica de los Fs
tiazinicos, que por décadas fueron asignadas errobneamente. Esta especie presentd un
maximo de absorcion entre 500 nm y 540 nm en los medios evaluados. El aumento de la
concentracion del Fs y la disminucidon de la temperatura favorecieron la formacion de J-
agregados, con maximo de absorcidén a longitudes de onda superiores a los 600 nm. En
literatura, esta especie fue asignada incorrectamente a la forma monomérica de
compuestos tiazinicos. Por otra parte, en soluciones acuosas, estos Fs presentaron un
equilibrio entre los J-agregados (posibles dimeros) y agregados mayores. La
incorporacién de un atomo de bromo en la estructura de AzB desestabilizd el J-
agregado, desplazando el equilibrio hacia la especie monomérica en solventes organicos,
y hacia la formacién de agregados mayores en solucidon acuosa. Ademas, se
determinaron las constantes de dimerizacion y las tendencias de agregacidn
correspondiente a los agentes fototerapéuticos AzB, AzBBr, TN y AM, en DMF y agua. Es
importante destacar que este fendmeno tiene consecuencias fundamentales para la
aplicaciéon de los Fs en fotomedicina. Por esta razon, la correcta asignacién de la especie,
en diferentes soluciones, es relevante a fin de evaluar las propiedades fisicoquimicas,
fotofisicas y biolégicas de innumerables compuestos.

Finalmente, los estudios de produccion de 'O, demostraron que la especie monomérica
de AzB y AzBBr tiene la capacidad de actuar simultdneamente como Fs y quencher fisico.
Por este motivo, solo parte del oxigeno singlete generado tiene la capacidad de
reaccionar quimicamente con moléculas del entorno.

Por otra parte, los ¢ total y reactivo de las especies diméricas son similares, lo que
sugiere que la dimerizacién impide la formacidn del exciplejo que permite la
desactivacion fisica de esta ERO. Ademas, se corrobord que la bromacién increment6 el
¢a de la especie monomérica y dimérica de AzB. A partir de estos resultados podemos
concluir que la forma dimérica de AzBBr es la mejor productora de 'O, lo cual la
convierte en un buen candidato para su aplicacién en TFD y TFDA.

Una estrategia que permitiria incrementar la estabilidad fotoquimica de AzBBr, como asi
también estabilizar a la especie dimérica de este Fs en medios acuosos, seria su
vehiculizacion en diferentes vectores, tales como nanoparticulas, liposomas, micelas y
dendrimeros, entre otros. Este sistema Fs-vehiculo se conoce como Fs de tercera
generacion y es, actualmente, la principal herramienta utilizada para potenciar la eficacia

y seguridad del tratamiento fotodinamico.
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CAPITULO 4

PREPARACION DE
FOTOSENSIBILIZADORES DE TERCERA
GENERACION




1. LIPOSOMAS EN LA VEHICULIZACION DE FOTOSENSIBILIZADORES

El uso clinico de numerosos Fs de primera y segunda generacidn se ha visto
obstaculizado por su dafo no especifico, hidrofobicidad y degradacién biolégica o
fotoquimica, entre otras caracteristicas. Con el objetivo de superar estas dificultades,
diferentes estrategias de vehiculizaciéon han sido utilizadas, permitiendo la obtencion de
sistemas de liberacion biodegradables, conocidos como Fs de tercera generacién.

Los liposomas son actualmente uno de los sistemas nanotransportadores de farmacos
mas utilizados en aplicaciones clinicas, y en particular son los vehiculos mas empleados
en el tratamiento de diversas enfermedades oncoldgicas.” Esta estrategia es ampliamente
investigada para su aplicacion en TFD y TFDA por ser sistemas versatiles que presentan
elevada biocompatibilidad y han demostrado un incremento de la concentracion de
diferentes Fs en el sitio de accién. Por otra parte evitan la degradacién y agregacion del
agente fototerapéutico en medios biolégicos, del mismo modo que reducen los efectos
colaterales o adversos caracteristicos de estas terapias.> Numerosos estudios cientificos
evidencian que el uso de liposomas en el desarrollo de Fs de tercera generacion
presentan mayores beneficios en comparacion con otros sistemas de vectorizacion, tales
como micelas y nanoparticulas poliméricas o metalicas.®’

Los sistemas liposomales son vesiculas esféricas de naturaleza lipidica que consisten en
una o varias bicapas, formadas principalmente por fosfolipidos naturales o sintéticos,
que rodean a un compartimento acuoso. El caracter polar del nucleo liposomal permite
encapsular farmacos hidrofilicos, en tanto que compuestos anfifilicos y lipofilicos
interaccionan con la bicapa lipidica, en funcidon de su afinidad por los fosfolipidos

(Figura 1)8
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Figura 1: Estructura liposomal.

bicapas lipidicas que lo conforman (lamelaridad), como asi también por su composicién.



Estos parametros impactan directamente a la eficacia de encapsulacion del farmaco en
los sistemas de vehiculizacion. Ademas, el tamafio de las vesiculas liposomales tiene
implicancia fundamental en la determinacién de la vida media de circulacién plasmatica.’

Considerando el tamafio y lamelaridad, los liposomas se clasifican en:

- Vesiculas Multilamelares: formadas por numerosas bicapas lipidicas que pueden
ubicarse en forma concéntrica, liposomas conocidos como multilamelares (MLV, siglas en
inglés), o irregularmente dando origen a sistemas multivesiculares (MVV, siglas en
inglés). Ambos vehiculos se caracterizan por permitir una elevada encapsulacion de
farmacos lipofilicos, ser faciles de preparar y mecanicamente estables durante su

almacenamiento, si bien presentan un rapido aclaramiento plasmatico (Figura 2).2%°

- Vesiculas Unilamelares: presentan una Unica bicapa de fosfolipidos con un centro
acuoso, por lo que son aplicadas para la vehiculizacién de compuestos hidrofilicos.
Dependiendo de su tamafio pueden presentar diferente estabilidad quimica, fisica y
bilogica. Se definen vesiculas unilamelares gigantes (>1 mm; GUV, siglas en inglés),

grandes (0,1-10 um; LUV, siglas en inglés) y pequefas (<0,1 um; SUV, siglas en inglés).

810,11

(Figura 2).

Figura 2: Clasificacion liposomal segun su tamafio y lamelaridad.

Los liposomas convencionales estan compuestos por fosfolipidos neutros o anidnicos y
pueden o no, contener colesterol. Estos sistemas varian ampliamente en sus propiedades
fisicoquimicas tales como tamafio, composicién lipidica, carga superficial, lamelaridad y
fluidez de las bicapas de fosfolipidos que los conforman. Cuando se administran por via
intravenosa, estas vesiculas se recubren rapidamente con proteinas plasmaticas,
facilitando su fagocitosis por las células del sistema reticulo-endotelial, lo que

desencadena la rapida eliminacién de la circulacion sistémica.



Con el objetivo de incrementar la estabilidad biologica y mejorar la selectividad, la
composicion de los liposomas pueden modificarse mediante la incorporacién de
fosfolipidos con carga neta (vesiculas catidnicas o anidnicas), la adicién de cadenas de
polietilenglicol en la cabeza polar de los lipidos (liposomas de circulacion prolongada),
como asi también por la introduccién de compuestos que reaccionan con la luz, la
temperatura o cambios de pH, entre otros factores (sistemas sensibles a estimulos
endogenos o exdgenos). Finalmente, caben sefalar a los liposomas dirigidos al blanco
terapéutico, donde proteinas, péptidos, anticuerpos, hidratos de carbono y polimeros
son unidos a los fosfolipidos o bien a las cadenas de polietilenglicol. La Figura 3

esquematiza estos sistemas vesiculares. %"
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DE CIRCULACION
PROLONGADA

DIRIGIDOS AL BLANCO

SENSIBLES A ESTIMULOS TERAPEUTICO

Figura 3: Clasificacion de los liposomas segin su composicion.

St bien los liposomas convencionales tienen la desventaja de ser eliminados rapidamente
de la circulacidn sistémica, son estudiados y utilizados en numerosas aplicaciones
terapéuticas. Formulaciones farmacéuticas de estos sistemas han sido aprobadas como
Fs de tercera generacion y presentan exitosos resultados en la TFD. Visudyne® y Foslip®
son dos sistemas liposomales convencionales ampliamente estudiados para el
tratamiento fotodinamico.™ El primero de ellos, fue aprobado en el afio 2000 por FDA y
actualmente ANMAT ha aceptado su aplicacion para el tratamiento de la degeneracion
macular relacionada con la edad. Visudyne® contiene verteporfin (como Fs), una
porfirina semi-sintética derivada de la protoporfirina, vehiculizada en liposomas de
dimiristoilfosfatidilcolina y fosfatidilglicerol de huevo (Figura 4)."** Foslip® ha sido

recientemente desarrollado y se encuentra en fases preclinicas. Diferentes estudios



demostraron que esta formulacion liposomal, compuesta por dipalmitoilfosfatidilcolina,
dipalmitoilfosfatidilglicerol y temoporfina como agente terapéutico, es un Fs de tercera
generacién con eficacia prometedora, selectividad mejorada y efectos secundarios
reducidos. Sin embargo, se requieren estudios mas profundos para la optimizacidon de la

formulacién a fin de lograr su aplicacion clinica.'**°
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Figura 4: Primer Fs de tercera generacion aprobado por FDA y ANMAT.

Numerosos ensayos demostraron que las formulaciones liposomales presentan mayor
eficiencia fotodinamica, menor dafo en el tejido sano como asi también, una
disminucién de la toxicidad en comparacion con los Fs libres, en ausencia de luz. 17.18

La actividad fotodinamica de AM, RB y RN en solucion y encapsulados en liposomas
convencionales fueron evaluadas frente a numerosas bacterias Gram-positivas y Gram-
negativas. La eficacia de los Fs vehiculizados en vesiculas de fosfatidilcolina vy
dipalmitoilfosfatidilcolina de huevo fue superior en comparacién con los compuestos
libres, en todas las células procariotas evaluadas.!” Ademas, se ha demostrado que la
incorporacién de PplX en liposomas de fosfatidilcolina, permite que el Fs se libere de un
modo eficiente en las células cancerigenas Hela, seguido de la redistribucion a través del
sistema de endomembranas, lo cual garantiza la maxima exposicidon de las estructuras
celulares vitales, a la accién de las ERO generadas con la irradiaciéon.'® En conclusién, la
encapsulacién de diferentes Fs en liposomas multilamelares es una estrategia exitosa
que permite incrementar la fotoinactivacién de bacterias y células tumorales como asi
también, reducir la toxicidad en oscuridad y el dafio al tejido sano.

El objetivo propuesto para esta etapa de la Tesis Doctoral fue encapsular los agentes
fototerapéuticos, AzB y AzBBr, en sistemas liposomales, a fin de proteger dichos Fs del

fendmeno de agregacién e inestabilidad fotoquimica. Como se discutié en el Capitulo 3,

la halogenacion del compuesto AzB incrementé el ¢, de este compuesto pero, al mismo



tiempo, favorecié la formacion agregados de orden superior en medios acuosos, con
potencial disminucién de la eficacia fotodinamica. La bromacion también acelerd el
proceso de degradacidn fotoquimica de este derivado, lo que limita la dosis de luz a
utilizar en el tratamiento fotodinamico. La vehiculizacidn de este Fs en sistemas
liposomales es una interesante estrategia que apunta a estabilizar la especie activa del
derivado tiazinico en condiciones fisioldgicas y mejorar sus propiedades como agente

fototerapéutico.

2. PREPARACION DE LIPOSOMAS

La seleccion del sistema vesicular para la vehiculizacion de los agentes fototerapéuticos
AzB y AzBBr, se sustenta en las caracteristicas estructurales de los compuestos tiazinicos
como asi también, en las propiedades de los diferentes liposomas. Es importante
destacar que esta familia de Fs se caracteriza por ser compuestos aromaticos triciclicos
cationicos, y en consonancia con lo expuesto en la Seccion anterior, las sustancias
lipofilicas y anfifilicas son confinadas principalmente en las bicapas lipidicas. Por este
motivo, se seleccionaron las MLV, las cuales podrian proporcionar mayores rendimientos
en la encapsulacion de los Fs, AzB y AzBBr.

Una de las técnicas mas utilizadas y sencillas para la preparacién de MLV es la
hidratacion del film lipidico o método Bangham. Este procedimiento consiste en la
disolucion de los fosfolipidos en diferentes solventes organicos, tales como
diclorometano, cloroformo, EtOH y mezcla cloroformo-MeOH en distintas proporciones.
Una pelicula de lipido delgada y homogénea, conocida como film lipidico, se forma
mediante la evaporacidon del disolvente. Finalmente, agua destilada, buffer fosfato 6
solucion salina normal se utilizan en la hidratacion del film generado. Con posterioridad
a la agitacion vigorosa de esta muestra se obtiene una dispersion de MLV de diferentes
tamafios (Figura 5)."° Cabe destacar que la temperatura es un pardmetro importante que
debe controlarse durante la hidratacion y la formacién de los liposomas, dependiendo en
gran medida de la temperatura de transicion de la fase gel a la liquido-cristalina (T,,) de
los fosfolipidos involucrados.

Con la finalidad de seleccionar el sistema de vectorizacion 6ptimo para los agentes
fototerapéuticos AzB y AzBBr se evaluaron 2 fosfolipidos para la preparacion de
diferentes MLV. Dipalmitoil-fosfatidilcolina (dpPC, siglas en inglés — Tn,: 41,5 °C), es un
fosfolipido sintético, muy utilizado en formulaciones farmacéuticas y ampliamente
investigado en el desarrollo de Fs de tercera generacion. Por otra parte, fosfatidilcolina

de huevo (EPC, siglas en inglés — T,,: -15 °C), es un compuesto de origen natural que ha



demostrado conformar uno de los sistemas mas eficientes en la encapsulacion del

compuesto AM, Fs de estructura semejante a los abordados en el desarrollo de esta Tesis

Doctoral.”
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Figura 5: Método Bangham para la preparacion de MLV.

2.1. MATERIALES Y METODOS

Las MLV se prepararon aplicando el método de hidratacion del 7ilm lipidico, empleando
EPC y dpPC. El procedimiento involucra la disolucidon de 1 mg de cada lipido en 200 pL
de solucién cloroformo/MeOH (2:1 v/v). Posteriormente, los disolventes se evaporan bajo
una corriente de nitrogeno con rotacidon constante, a fin de depositar una pelicula
uniforme en la parte inferior del tubo de Khan que contiene la muestra lipidica. Las trazas
de solvente se eliminan colocando el fi/m lipidico en un desecador con vacio constante
durante 2 h. La pelicula formada se hidrata con el agregado de 1 mL de solucién
reguladora de pH 7,4 y se agita vigorosamente en un Vortexmixer Speed Knob a una
temperatura superior a la de transicion de fase gel-liquido cristalino de los lipidos,
procedimiento que permitié obtener las MLV.

Los fosfolipidos (Avanti Polar Lipids) se utilizaron sin purificacion adicional. Los solventes
organicos (Sintorgan), empleados en la formacion del 7ilm lipidico, fueron de grado pro
analisis y la solucion reguladora de pH 7,4 se prepard acorde a las especificaciones que
se detalla en la Seccién 2.1 del Capitulo 3, ajustando la fuerza i6nica a 0,15 M con el
agregado de cloruro de sodio.

Con el objetivo de corroborar la formacion de los sistemas vesiculares, se determiné el
tamafio de particula y el indice de polidispersidad (IP) a 25 °C, utilizando un analizador
de particulas Beckman Coulter Delsa Nano-C, (Beckman Coulter, Inc.) provisto de un laser
de He-Ne (633 nm). La funcion de autocorrelacion de la intensidad fue medida a un
angulo de 165° asumiendo un valor de viscosidad de 0,8878 Pa y un indice de refraccion
de 1,3328. Las muestras se diluyeron apropiadamente con agua ultrapura como etapa

previa al analisis, realizando un minimo de tres mediciones para cada determinacién.



2.2. RESULTADOS Y DISCUSION

Los ensayos de dispersién dindmica de luz o dynamic light scattering (DLS) confirmaron
la formacion de los sistemas vesiculares. El tamafio de particula como asi también, el IP

determinados para las MLV de EPC y dpPC se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1: Evaluacién de los liposomas preparados con diferentes fosfolipidos.

FOSFOLIPIDO TAMANO (um) IP
EPC 0,95 0,34
dpPC 1,2 0,31

Ambos sistemas liposomales presentaron un tamafno de particula cercano a 1 um vy
valores de IP similares. Conociendo que las MLV presentan un tamafio entre 0,5 um y 10
um *°'y, considerando que el método empleado para la preparacion de estos sistemas
conduce generalmente a la formacion de liposomas multilamelares heterogéneos, con
un didmetro promedio de 1-5 pum,”° podemos afirmar que las vesiculas lipidicas

desarrolladas con EPC y dpPC presentaron tamafno de particula e IP 6ptimos.

3. SELECCION DEL FOSFOLIPIDO: ESTUDIO DE AGREGACION DE LOS
FOTOSENSIBILIZADORES EN LIPOSOMAS

Numerosos autores han demostrado que la seleccion de fosfolipidos es una etapa
fundamental del disefio, que afecta la capacidad de carga del farmaco como asi también,
su acumulacién en el tejido blanco.'®?' Diferentes caracteristicas de estos sistemas
vesiculares, tales como el volumen acuoso, la rigidez de la bicapa lipidica y sus
propiedades superficiales, pueden influir en la eficacia de encapsulacién (EE) de diversos
ingredientes farmacéuticos activos. El grado de insaturacion de la cadena carbonada de
los fosfolipidos modifica el grado de empaquetamiento molecular y la curvatura de la
membrana. Consecuentemente, afecta la vehiculizacion de compuestos lipofilicos y
anfifilicos.* Por otra parte, los grupos funcionales que conforman la cabeza polar de los
fosfolipidos determinan las propiedades superficiales de los liposomas y estan
involucrados en diferentes interacciones electrostaticas que intervienen en la

encapsulaciéon de farmacos.”



Con el objetivo de seleccionar las MLV 6ptimas para la vehiculizacion de los agentes
fototerapéuticos AzB y AzBBr, se evalud el efecto de la encapsulacion de estos
compuestos en vesiculas de EPC y dpPC sobre la agregaciéon de los Fs, como fendbmeno
relacionado a la interaccion Fs-liposoma. Numerosos antecedentes demuestran que la
incorporacidon de compuestos en diferentes sistemas de vectorizacion, disminuye la

agregacion.
3.1. MATERIALES Y METODOS

Las MLV se prepararon considerando la metodologia descripta en la Secciéon 2.1. e
incorporando diferentes concentraciones de los compuestos AzB o AzBBr, en la mezcla
cloroformo/MeOH utilizada para la disolucién de los fosfolipidos. La concentracion final
de EPC y dpPC en las muestras evaluadas fue de 1 mg/mL y la correspondiente al Fs se
modificé entre 5-45 uM.

Los liposomas resultantes se analizaron por espectrofotometria UV-Visible, entre 200 nm
y 800 nm, a temperatura ambiente, utilizando un espectrofotémetro Cary 60 UV-Vis
(Agilent Technologies) y una celda de cuarzo de 1 cm de paso Optico. Las curvas
obtenidas permitieron determinar la relacion de absorbancia entre la especie dimérica
(A5Z5 - 646 nm; 5725 650 nm) y los agregados superiores (lhZ.: 600 nm; ASZ5BT: 601
nm) correspondientes a cada agente fototerapéutico. Los datos calculados se
compararon con los obtenidos para los Fs, AzB y AzBBr, libres en solucion reguladora de
pH 7,4. El procedimiento empleado para la evaluacion de la agregacion fue descripto por
Zeballos y colaboradores.® Los resultados obtenidos se procesaron con el programa
OriginPro 8 SRO.

3.2. RESULTADOS Y DISCUSION

Las representaciones graficas de relacion de la absorbancia (dimero/agregado de orden
superior) en funcion de la concentracion del Fs se muestran en la Figura 6 para los
compuestos AzB y AzBBr libres como asi también, encapsulados en MLV de EPC y dpPC.
Los valores mas elevados de esta relacion indican un predominio de la forma dimérica
sobre los agregados de orden superior (menor agregacion) y estabilizacién de la especie
activa de estos compuestos (dimeros). Como se puede observar, el comportamiento de
agregacion del Fs AzB libre en solucion y vehiculizado en los liposomas presentan
distintos perfiles (sigmoidal/exponencial), st bien no se evidencian diferencias
significativas en el grado de agregacidon considerando el rango de concentraciones

evaluadas. En contraste, el derivado monobromado presentdé un decaimiento



exponencial para el Fs libre en solucién y vehiculizado en las MLV, evidenciando
importantes diferencias a las concentraciones mas elevadas del compuesto. Las
formulaciones liposomales disminuyeron la agregacién de AzBBr, Fs que en medio
acuoso evidencié mayor tendencia a la formacién de agregados superiores que su
precursor tiazinico (Figura 6). Por otra parte, st comparamos los resultados obtenidos
para el derivado AzBBr en presencia de las vesiculas de EPC y dpPC, podemos observar
que las primeras inhiben en mayor medida la agregacién, lo que se traduce en un
incremento en la relacion de absorbancia (dimero/agregado de orden superior). Este
comportamiento pone en evidencia que el agente monobromado presenta mayor

tendencia a particionar en los liposomas de EPC en comparacién con los de dpPC.
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Figura 6: Estudio de agregacion de Fs tiazinicos libres y encapsulados en MLV de EPC y dpPC.



Al andlisis de la tendencia de agregacion de los compuestos AzB y AzBBr, es importante
adicionar la comparacion de las curvas espectrales registradas para las formas libres
(Figura 7) y encapsuladas en liposomas (Figura 8). Se observa claramente una
disminucidn cercana al 50 % en los valores de absorbancia para las determinaciones
realizadas en presencia de las MLV, para ambos ensayos realizados a las mismas

concentraciones de los Fs.
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Figura 7: Espectros de absorcién de AzB (A) y AzBBr (B) en solucion reguladora de pH 7,4 en
funcién de la concentracién de los Fs. [AzB] (a) 9,7; (e) 45,8 uM. [AzBBr] (a) 7,7; (b) 36,4 uM.

Esta significativa disminucion podria atribuirse a una inestabilidad de los Fs en presencia
de los fosfolipidos, a la dispersion de la luz generada por las MLV o bien a la deteccidn
incompleta por espectrofotometria UV-Visible del sistema Fs-liposoma. Cada una de
estas alternativas se estudié para liposomas de EPC y los resultados obtenidos se
presentan a continuacién. Es importante destacar que se selecciond este sistema

vesicular ya que presentd mayor interaccion con las tiazinas evaluadas.
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Figura 8: Espectros de absorcién de AzB (A) y AzBBr (B) encapsulados en MLV de EPC en
funcién de la concentracién de los Fs. [AzB] (a) 9,7; (e) 45,8 uM. [AzBBr] (a) 7,7; (e) 36,4 uM.



4. ESTUDIO DE ESTABILIDAD DE LOS FOTOSENSIBILIZADORES EN LIPOSOMAS
MULTILAMELARES

Con el objetivo de estudiar la estabilidad quimica de los agentes fototerapéuticos AzB y
AzBBr en presencia de los liposomas de EPC, se seleccioné un detergente (DT) para
provocar la desorganizacion de las MLV (micelizacion), efecto que disminuyen la
dispersiéon de la luz y permite cuantificar al Fs. Por lo tanto, se evalud, por
espectrofotometria UV-Visible y espectrofluorometria, el comportamiento de los
compuestos tiazinicos en presencia de un DT catidnico, anidnico y neutro. La estabilidad
de los Fs, AzB y AzBBr, se evalué mediante la determinacion del porcentaje de
recuperacién correspondiente a cada uno de ellos, con posterioridad a la disrupcion

liposomal.

4.1 SELECCION DEL DETERGENTE

Altas concentraciones de los DT ocasionan la desestabilizaciéon de las membranas
lipidicas que conforman los liposomas dando origen a micelas mixtas. Estos nuevos
sistemas representan una pseudo-fase hidrofébica que puede interaccionar con los
solutos y afectar sus propiedades de excitacion y emision.?* Por esta razén, se evalué el
efecto de diferentes DT, a concentraciones superiores a la correspondiente concentracion

micelar critica, en el comportamiento espectral de los Fs.

4.1.1. MATERIALES Y METODOS

Los espectros de absorcion y fluorescencia de los compuestos AzB y AzBBr se
registraron a diferentes concentraciones de Fs (1,5-30 uM) en solucién reguladora de pH
74. Los resultados obtenidos se compararon con los correspondientes a las mismas
preparaciones en presencia de tres DT (35 mM). De esta manera, se evalud el efecto de
dodecilsulfato de sodio (SDS, siglas en inglés; DT anidnico), bromuro de
cetiltrimetilamonio (CTAB, siglas en inglés; DT catidnico) y Tritdon X-100 (DT neutro) sobre
las propiedades fotofisicas de los Fs. Es importante destacar que no pudieron realizarse
determinaciones en presencia de SDS por la formacién de abundante precipitado.

Los espectros de absorcion se determinaron entre 200 nm y 800 nm, a temperatura
ambiente, en un espectrofotometro Cary 60 UV-Vis (Agilent Technologies), utilizando
una celda de cuarzo de 1 cm de paso Optico. Los espectros de fluorescencia se
registraron en un espectrofluorimetro Spex Fluoromax-3 Jovin Yvon (Horiba) equipado
con celda termostatizada, lampara de arco de xendn y arreglo de diodos como detector

de sefal, siendo la intensidad de fluorescencia (IF) registrada por un sistema contador de



fotones entre 660 nm y 850 nm. Las longitudes de onda de excitacion (M) seleccionadas
en estos ensayos fueron las Ama correspondientes a la especie dimérica de los Fs (646
nm y 650 nm para AzB y AzBBr respectivamente). Es importante destacar que los
agregados superiores de estos compuestos (Amax ~ 600 nm) no emiten fluorescencia.

La solucion reguladora de pH 7,4 se prepard como se detalla en la Seccién 2.1, Capitulo
3, ajustando la fuerza idnica a 0,15 M con cloruro de sodio y los resultados obtenidos por

duplicado se procesaron con el programa OriginPro 8 SRO.

4.1.2. RESULTADOS Y DISCUSION

Los espectros de absorcion obtenidos para los agentes fototerapéuticos AzB y AzBBr,

determinados en ausencia y presencia de los diferentes DT, se muestran en la Figura 9.
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Figura 9: Espectros de absorcion normalizada a la Amax de los compuestos AzB y AzBBr en solucion
reguladora de pH 7,4: (A) sin DT y en presencia de (B) CTAB y (C) Triton X-100.
[Fs]: (@) 1,5 uM; (h) 30 uM.

Como se discutio en el Capitulo 3 (Seccion 4), soluciones acuosas de los Fs, AzB y AzBBr,
evidenciaron un equilibrio entre diferentes agregados. La presencia de los DT disminuyé

la tendencia a la agregacion de estos Fs. Particularmente, Triton X-100 estabilizé a la



especie activa de los agentes fototerapéuticos (dimeros), inhibiendo completamente la
formacién de agregados superiores.

Al analizar los espectros de emision de los analitos AzB y AzBBr en funcion de la
concentracion del Fs tiazinico, se observd que la IF aumenta, con el incremento de la
concentracion de estos compuestos hasta aproximadamente 10 puM. Las muestras de
mayor concentracidn presentaron disminucion de la fluorescencia (Figura 10). Ademas,
como se puede observar en las curvas normalizadas a la longitud de onda de maxima
emision (Aem - Figura 10, inserto), el incremento de la concentracion de los Fs, produjo
un desplazamiento batocromico de las curvas espectrales. Este comportamiento ha sido
analizado previamente por otros autores, para Fs pertenecientes a la familia de las
ftalocianinas, atribuyéndolo a un efecto de reabsorcién de la fluorescencia, el cual no

estaria relacionado con la formacién de agregados.?
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Figura 10: Espectros de fluorescencia de AzB (A) y AzBBr (B) en funcidon de la concentracién de

Fs en solucion reguladora de pH 7,4. Inserto: Curvas normalizadas a la Aem.

Con el objetivo de determinar el comportamiento de fluorescencia de la especie
dimérica y de los agregados mayores, presentes en las soluciones evaluadas, se

determinaron los espectros de emision del derivado AzBBr, excitando a la longitud de

onda de maxima absorcién de cada especie (A4MeT0: 650 nm; AAdregado superior. g0 ),
Como se puede observar en la Figura 11, ambos espectros presentan diferentes IF y una
Unica banda de emisidn a 679 nm. El dimero (J-agregado) de este compuesto, también
absorbe a 600nm pudiendo ser excitado a esta longitud de onda. Estos resultados
demuestran que el agregado de orden superior no fluoresce y que las bandas de emisién

obtenidas corresponden a la especie dimérica.
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Figura 11: Espectros de fluorescencia del compuesto AzBBr en solucion reguladora de pH 7,4;

excitado a la A de la especie dimérica (650 nm) y del agregado de orden superior (600 nm).

En base a los resultados obtenidos, es posible evaluar el efecto de la agregacién de los
agentes fototerapéuticos AzB y AzBBr, comparando las IF correspondientes a las
muestras que presentan la misma concentracidén de los Fs en presencia y ausencia de
diferentes DT. Un incremento en la IF indica un aumento en la proporcion de la especie
dimérica en el medio y consecuentemente una disminucion en la proporcién de los
agregados de orden superior. La Figura 12, muestra los estudios por fluorescencia, que
corroboran los resultados obtenidos por espectrofotometria UV-Visible. Los DT afectan
el fendmeno de agregacion de los compuestos AzB y su derivado monobromado, siendo
Triton X-100 el que presenta mayor efecto en la estabilizacion de la especie dimérica. Un
analisis comparable lo realizaron previamente Camur y colaboradores, quienes
demostraron, mediante un estudio detallado de los espectros de absorcién y
fluorescencia, que este DT disminuye la agregaciéon de diferentes ftalocianinas en

soluciones acuosas.?®
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Figura 12: IF en funcién de la concentracién de (A) AzB y (B) AzBBr en solucion reguladora de

pH 7,4; en ausencia y presencia de diferentes DT.



Los resultados obtenidos mediante la aplicacion de ambas metodologias, permite
seleccionar a Triton X-100 para la desestabilizacidn de las MLV y posterior cuantificacion
de los Fs. Este DT inhibié la formacidon de agregados de orden superior para los
compuestos AzB y AzBBr en medio acuoso, estabilizando la especie dimérica, sin

ocasionar otras modificaciones en las curvas espectrales.

4.2. ENSAYO DE ESTABILIDAD

4.2.1. MATERIALES Y METODOS

Los liposomas multilamelares de EPC se prepararon en base a la metodologia descripta
en la Seccion 2.1. de este Capitulo. Los Fs se incorporaron a la mezcla cloroformo/MeOH
utilizada para la disolucién de los fosfolipidos. La concentracion final de EPC y Fs fue de
1 mg/mLy 40 uM, respectivamente.

Las MLV que contienen a los agentes fototerapéuticos AzB y AzBBr, como ast también los
Fs libres en solucidn se analizaron por espectrofotometria UV-Visible, antes y después
del agregado de Tritén X-100 (35 mM). El porcentaje de recuperacion (PR) de los Fs, con

posterioridad a la disrupcion de los liposomas, se determiné aplicando la Ecuacién 1.

PR (%) = Abss +mLv+Tritin o 400 o Ecuacién 1
AbSFs libre+ Triton

Las evaluaciones espectrofotométricas se realizaron en un espectrofotémetro Cary 60
UV-Vis (Agilent Technologies), en el rango de 400 nm a 750 nm, a temperatura ambiente
y utilizando una celda de cuarzo de 1 ¢cm de paso Optico. Las curvas obtenidas se

procesaron con el programa OriginPro 8 SRO.

4.2.2. RESULTADOS Y DISCUSION

La Figura 13 muestra las curvas espectrales obtenidas para soluciones que presentaron
una concentracion 40 uM, correspondientes a los Fs libres y vehiculizados en MLV, antes
y después del agregado del DT. Se obtuvo una recuperacion del 99,8% y del 97,9 % para
los agentes fototerapéuticos AzB y AzBBr, respectivamente, con posterioridad a la
desestabilizacion de los liposomas con Triton X-100.

Estos resultados ponen de manifiesto que la disminucién en los valores de absorbancia,
ocasionada por los sistemas liposomales, no esta relacionada con una inestabilidad

quimica de los Fs tiazinicos en presencia de los fosfolipidos.
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Figura 13: Evaluacién de la estabilidad de los compuestos AzB (A) y AzBBr (B) en presencia de EPC.

5. EFECTO DE DISPERSION OCASIONADA POR LAS VESICULAS MULTILAMELARES

Las MLV, como todas las particulas en suspension, generan dispersion de la luz lo cual
puede afectar las determinaciones espectrofotométricas (Figura 14). Existe una relacion
directamente proporcional entre el tamafo de las particulas suspendidas y el efecto de
dispersion ocasionado. A medida que incrementa el diametro, mayor es el efecto de
disipacion de la luz. Por este motivo, se evallo la dispersidn generada y su efecto en la

intensidad de absorbancia correspondiente a los Fs.

»8SORBANC,

TRANSMITANG),

DETECTOR

FUENTE DE LUZ Luz dispersada que no
llega al detector.

Figura 14: Efecto de dispersién de las luz ocasionado por MLV.



5.1

MATERIALES Y METODOS

Se analizaron los espectros de absorcion obtenidos para tres preparaciones diferentes:

Solucion 40 uM de los compuestos AzB o AzBBr en solucién reguladora de pH 7,4
(muestra denominada Fs libre).

MLV, preparadas segun la Seccion 2.1, donde los Fs se incorporaron con los
solventes organicos utilizados para la formacién del fim lipidico (muestra
denominada MLV +Fs incorporado).

MLV, preparadas segun la Seccién 2.1, donde los Fs se afiadieron a los liposomas ya
formados en solucidbn acuosa, antes de realizar las determinaciones

espectrofotométricas (muestra denominada MLV +Fs libre).

Las curvas espectrales se determinaron entre 400 nm y 750 nm, empleando un

espectrofotdémetro Cary 60 UV-Vis (Agilent Technologies) y una celda de cuarzo de 1 cm

de paso Optico. Los resultados obtenidos se procesaron con el programa OriginPro 8

SRO.

5.2. RESULTADOS Y DISCUSION

La Figura 15, muestra que la dispersion generada por las MLV ocasiona una disminucién

en los valores de absorbancia correspondiente a los analitos AzB y AzBBr. Las diferencias

observadas en las intensidades de las curvas espectrales respecto de los Fs libres, pueden

asociarse a la disipacion de luz, generada por los liposomas. Esta dispersién ocasiona

A

Absorbancia

B
1,6 4 AzB libre AzBBr libre
MLV+AzB incorporado 0.8 1 MLV+AzBBr incorporado
144 —— MLV+AzZB libre 07 MLV +AzBBr libre
1,2
0,6 -

1,0 2

2 054

©
08 g 04

wv
06- < 031
044 02
N " -__/
0,0 4 0,04

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

Figura 15: Espectros de absorcidn de AzB (A) y AzBBr (B) en solucidn, en presencia de MLV de

EPC y vehiculizados en estos sistemas.



que el Fs libre no sea registrado en su totalidad por el detector espectrofotométrico. Por
otra parte, la comparacion espectral de MLV+Fs libre y MLV+Fs encapsulado, evidencia
una marcada disminucion. Estos resultados comprueban que los cambios espectrales
observados para los compuestos en solucion reguladora de pH 7,4 y encapsulados en
liposomas multilamelares, no dependen Unicamente del efecto de dispersion. La
deteccién espectrofotométrica no permite visualizar en su totalidad a los Fs unidos a los
fosfolipidos.

Se puede concluir, que la dispersion ocasiona una disminucién de los valores de
absorbancia de los compuestos AzB y AzBBr. Sin embargo, éste no es el Unico efecto
involucrado en las variaciones de intensidad en las curvas espectrales determinadas para
la misma concentracion de Fs en solucién y encapsulado en MLV. Estos resultados
sugieren que la interaccion de los compuestos tiazinicos con los sistemas liposomales,

afecta la absorcion de estos agentes fototerapéuticos.
6. INTERACCION FOTOSENSIBILIZADOR-VESICULAS MULTILAMELARES

La adecuada caracterizaciéon de las formulaciones liposomales es necesaria, con el
objetivo de asegurar que cumplan las propiedades requeridas para su aplicacion
especifica.”’ La localizacion de los farmacos en de los liposomas y sus interacciones con
la bicapa lipidica es una etapa importante en la caracterizacion de estos sistemas
vesiculares.”® Por este motivo, se planted como objetivo evaluar la ubicacién de los
compuestos tiazinicos en las MLV desarrolladas en esta Tesis Doctoral. En primera
instancia, se determiné la constante de particidén de los Fs, AzB y AzBBr, en la membrana
de EPC, a fin de conocer si los mismos se incorporan a la fase lipidica o acuosa de los
liposomas. Luego se estimo la localizacion de los Fs en la membrana liposomal mediante

variaciones en la IF por transferencia de energia con dos marcadores fluorescentes.
6.1 DETERMINACION DE LA CONSTANTE DE PARTICION EN MEMBRANA

Considerando las caracteristicas anfifilicas de los agentes fototerapéuticos AzB y AzBBr,
se evaluaron los coeficientes de particion membrana-agua (K,), con el objetivo de
establecer la localizacion liposomal de los mismos. Estas determinaciones requieren
evaluar un efecto, relacionado con la particion de los compuestos en la membrana
lipidica, en funciéon del volumen de membrana (VM) a un volumen final constante.”’
Conociendo que la agregacién de las estructuras tiazinicas es directamente afectada por
la interaccion con los fosfolipidos (Seccidn 3), se evalud este fendmeno con el objetivo

de predecir la localizacion de los Fs, AzB y AzBBr, en las MLV de EPC.



6.1.1. MATERIALES Y METODOS

Los valores de K, se estimaron segun el método descripto por Lissi et al.® Estos ensayos
consistieron en la evaluacion espectrofotométrica de la agregacién de los Fs en funcion
de la concentracién del agente fototerapéutico (8-46 uM), a diferentes volumenes de EPC
(Vm: 0-1 ul) utilizados en la formacién de MLV, y a un volumen constante de fase acuosa
(Vw: 1 mL). En una primera instancia, se determinaron las pendientes (P;)
correspondientes a la representacién grafica de la relacibn de absorbancia
dimero/agregado de orden superior (Abs®/Abs™®) en funcién de los moles del Fs, para
diferentes volumenes de EPC (Esquema 1). La inversa de las pendientes obtenidas (1/P;)
se representaron en funcion del Vy (Esquema 2). Los valores de K, se determinaron a
partir de las pendientes (P,) y las ordenadas al origen (Ord,) correspondientes a estas

ultimas representaciones graficas de acuerdo a la Ecuacién 2.

AbsP/AbsAS vs moles deFs — P Esquema 1

1/P; vs Vy — P; y Ord: Esquema 2
_ PZ X VW . s

K, = Tord, Ecuacion 2

Es importante destacar que las MLV se prepararon segun se describe en la Seccién 2.1,
donde los Fs se incorporaron con los solventes organicos utilizados para la formacion del
film lipidico. Todas las muestras obtenidas se analizaron en un espectrofotometro Cary
60 UV-Vis (Agilent Technologies) y los resultados obtenidos se procesaron con el

programa OriginPro 8 SRO.

6.1.2. RESULTADOS Y DISCUSION.

La Tabla 2 muestra los valores obtenidos para el ajuste lineal correspondiente al estudio
de agregacion de los agentes fototerapéuticos AzB y AzBBr, desarrollados a diferentes
concentraciones de EPC (Vy). Estos datos se graficaron en la Figura 16 para determinar
los K, de los Fs evaluados.

Los ensayos desarrollados evidenciaron una correlacion lineal entre el fendmeno de
agregacién de las estructuras tiazinicas y la concentracion de EPC empleada en la
preparacion de las MLV. Este comportamiento permitié determinar las constantes de
particlon membrana/agua de los Fs, AzB y AzBBr, obteniéndose valores de log K, de 2,29
y 2,54, respectivamente. Estos resultados indican que ambos agentes fototerapéuticos
presentan mayor afinidad por la membrana lipidica que por el centro acuoso liposomal.

Es importante destacar que la bromacion incrementé la particidn en membrana de los



compuestos tiazinicos, resultado que se condice con el aumento de la lipofilicidad

observada por Montes de Oca et al para AzBBr en comparacion con AzB.*

Tabla 2: Agregacion de AzB y AzBBr en funcién de los moles de los Fs, para diferentes V.

\'/ P 2

Fs (10>3I\:nL) (106 mcljles_l) Ord, r
0,00 76+02 0,52 £ 0,01 0,998
AsB 0,25 73+0,3 0,55 £ 0,01 0,994
0,60 6,7+0,1 0,56 + 0,01 0,999
1,00 64+01 0,54 £ 0,02 0,987
0,00 125+01 0,62 + 0,02 0,987
013 123+01 0,59 £ 0,01 0,998
AzBBr 0,38 108+ 0,1 0,62 £ 0,01 0,998
0,75 100+ 0,1 0,53 £ 0,01 0,989
1,00 93+01 0,66 + 0,02 0,971

Vwm: Volumen de membrana
P,y Ordy: pendiente y ordenada al origen de la representacién grafica Abs”/Abs™ vs moles del Fs
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Figura 16: Agregacion de los compuestos AzB (A) y AzBBr (B) en funcion de V.

6.2. LOCALIZACION DE LOS FOTOSENSIBILIZADORES EN LA MEMBRANA LIPIDIDA

La transferencia de energia de resonancia de Forster (FRET, siglas en inglés) es una
herramienta establecida y sensible, que permite monitorear las proximidades entre
diferentes moléculas en un rango de distancia muy acotado (1-10 nm).*! Este proceso
fotofisico ampliamente difundido, implica la transferencia de energia de un "donante"
electronicamente excitado, a una molécula "aceptora” mediante vias no radiativas.> Esta

transferencia de energia tiene lugar si el espectro de emision del donante se superpone



con el de absorcion del aceptor, considerando que ambas moléculas estan en un radio
acotado denominado distancia de Forster. Por lo tanto, cualquier condicién que afecte la
distancia donante-aceptor, afectara la eficacia de la transferencia de energia.”
Numerosas metodologias han sido desarrolladas para la deteccidn de FRET, las cuales se
basan, en su mayoria, en la deteccion de la reduccion de la vida media del donante y los
cambios en las IF de las moléculas donantes y aceptoras de energia. Con relacién al
ultimo aspecto, se evidencia una disminucién en la intensidad de fluorescencia del
donante y un incremento en la correspondiente al aceptor, si la transferencia de energia
resonante tiene lugar.®

Con la finalidad de evaluar la localizacion de las estructuras tiazinicas, AzB y AzBBr, en la
bicapa lipidica de los liposomas de EPC, se analizdé la FRET entre dos marcadores
fluorescentes de membrana y los Fs, en presencia y ausencia de las MLV. Las sondas
utilizadas en estos ensayos fueron Difenilhexatieno (DPH, siglas en inglés) y
Trimetilamonio Difenilhexatieno (TMA-DPH, siglas en inglés). DPH, es un compuesto
altamente lipofilico que se sitla entre las cadenas de hidrocarburo, que conforman la
membrana liposomal. Por otra parte, TMA-DPH, es un derivado catidnico de DPH, que
estabiliza sus restos idnicos en las cabezas polares de los fosfolipidos, que componen la
bicapa de los sistemas vesiculares. Por este motivo es considerado un marcador de la
region correspondiente a los grupos polares de los fosfolipidos de membrana (Figura
17).*

|
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Figura 17: Estructura quimica de los marcadores fluorescentes y su ubicacion en la bicapa lipidica.

6.2.1 MATERIALES Y METODOS

Las MLV se prepararon siguiendo la metodologia descripta en la Seccion 2.1, con la
particularidad de que se redujo al 50% la cantidad de fosfolipido utilizado. Los Fs se
incorporaron en la mezcla de solventes, empleados para la formacion del film lipidico.

Todas las muestras presentaron una concentracion final de 0,5 mg/mL de EPC y 80 uM



de los compuestos AzB o AzBBr. A cada una de estas suspensiones se le ahadieron
diferentes volimenes (uL) de una solucion concentrada de DPH o TMA-DPH
(concentracion en las muestras a medir: 1,15-15 uM) y se dejaron alcanzar el equilibrio
durante 1 h, antes de realizar las determinaciones de fluorescencia.

Con el objetivo de corroborar que la FRET solo ocurre cuando los marcadores y los Fs
estan unidos a las membranas de la MLV, se evaluaron soluciones de los compuestos AzB
y AzBBr (80 uM) con diferentes concentraciones de DPH o TMA-DPH (concentracién en
las muestras a medir: 1,15-15 pM) en solucion reguladora de pH 7,4.

Los espectros de emision se registraron en el rango de 380 nm a 750 nm, en un
espectrofluorimetro Spex Fluoromax-3 Jovin Yvon (Horiba) equipado con una celda
termostatizada, una ldmpara de arco de xenén y un arreglo de diodos como detector de
sefial. Las Lex empleadas en estos ensayos fueron las Amax de los marcadores (Aex: 356).
Los resultados obtenidos se procesaron con el programa OriginPro 8 SRO.

Las sondas fluorescentes, DPH y TMA-DPH, fueron adquiridas en Sigma Aldrich y se
utilizaron sin purificacién adicional. La solucion reguladora de pH 7,4 se prepard segun
se detalla en la Seccién 2.1, Capitulo 3, ajustando la fuerza idnica a 0,15 M con cloruro de

sodio.

6.2.2. RESULTADOS Y DISCUSION

Con el objetivo de corroborar si el fendmeno de FRET entre las sondas seleccionadas y
los Fs es posible, se compararon sus espectros de fluorescencia y absorbancia. En la
Figura 18, se observa que la banda de absorcion atribuible a las estructuras tiazinicas,
AzB y AzBBr (compuestos aceptores), presentan una ligera superposicion con las de
emision correspondientes a DPH y TMA-DPH (compuestos donantes). Estos resultados
sugieren que la transferencia de energia entre los compuestos seria viable, si los mismos
se encuentran a la distancia de Forster.

En la introduccién, se menciond que los estudios de FRET analizan el comportamiento de
fluorescencia tanto de las moléculas dadoras como aceptoras de la energia. Durante el
desarrollo de este proceso, se observa una disminucién de la emision del donante y un
incremento en la correspondiente al aceptor.®®> Con el objetivo de analizar si ambos
efectos, podrian observarse en los ensayos de localizacién de los Fs tiazinicos, se
evaluaron las curvas de fluorescencia del compuesto AzBBr, como representante de la
familia de las tiazinas, excitando a las longitudes de onda de maxima absorcion (356 nm,
empleada como Lie en los ensayos de localizacién) y emisidn (426 nm) de los

marcadores. Se puede observar en la Figura 19 que el derivado monobromado es



excitado durante el proceso de excitacion de los donantes de FRET y también con la
emisidon de los mismos, presentando una importante banda entre 400 nm y 500 nm,
region en la que fluorescen DPH y TMA-DPH por este motivo, es dificultoso realizar un
analisis en este rango de longitudes de ondas, durante el proceso de transferencia de
energia, ya que involucra una disminucion de la fluorescencia de los marcadores y un
incremento de la emisidon de los Fs. Por lo expuesto, solo es viable evaluar el
comportamiento de los agentes fototerapéuticos, AzB y AzBBr, a fin de estimar la

localizacion de los mismos en la membrana de las MLV de EPC.

Emision DPH
—— Emision TMA-DPH

— Absorcién AzB
| /\WCM AzBBr
00 /1 .

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

=} o o -
i o o =}
1 1 1 1

|F/Absorbancia Normalizadas
o
N

Figura 18: Espectros de fluorescencia (he:: 356 Nm) y absorbancia de los marcadores y Fs, respectivamente.
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Figura 19: Espectros de emisidon de AzBBr, obtenidos excitando a la Aey Y Aem de los marcadores de
membrana. Inserto: Espectros ampliados entre 650 nm y 700 nm, con linea de base corregida, para

comparar las bandas de fluorescencia que se analizan en los estudios de localizacién.



La Figura 20 representa el efecto ocasionado en la IF atribuible a los Fs, AzB y AzBBr, en
funcién del incremento en la concentracién de DPH y TMA-DPH, cuando se encuentran

vehiculizados en los liposomas o estan libres en solucion.
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Figura 20: IF de AzB (A) y AzBBr (B) en presencia de los marcadores de membrana, libres en

solucion y encapsulados en MLV de EPC. Lg: 356 nm y Aem: 679 NmM

Es importante destacar que en medio acuoso, la emisién de ambos Fs se mantuvo
constante en todas las muestras evaluadas. Este comportamiento pone en evidencia, que
la distancia entre las moléculas donantes y aceptoras de FRET, libres en solucion, no
posibilita la transferencia de energia. Por lo contrario, las muestras incorporadas en MLV
evidenciaron un aumento exponencial en la IF correspondiente a AzB y AzBBr , indicando
que el proceso de FRET se desarrolla cuando los compuestos involucrados se localizan
en un radio apropiado. Este efecto fue considerablemente mas importante en presencia
de TMA-DPH, lo que indica que ambas estructuras tiazinicas se acomodan
principalmente en la regidon polar de la bicapa lipidica de los sistemas de vectorizacion
evaluados.

En conclusion, ambos Fs interaccionan con la membrana lipidica de las MLV de EPC,
localizandose preferentemente en la superficle hidrofilica. Estos resultados se

corresponden con las caracteristicas estructurales que presentan las moléculas tiazinicas.

7. DETERMINACION DE LA EFICIENCIA DE LA ENCAPSULACION

El disefio y desarrollo de una formulacion liposomal, requiere determinar la eficiencia de

encapsulacién (EE), es decir establecer la proporcion de farmaco libre (no encapsulado) y



encapsulado.®® Esto permite evaluar y controlar la calidad de los sistemas de
vehiculizacién de farmacos.’’ Ademas, la evaluacién de la EE es un requisito
reglamentario en el desarrollo de nuevos vectores, siendo importante alcanzar una
elevada encapsulacién de ingredientes farmacéuticos activos. Para determinar la EE, el
farmaco encapsulado debe separarse del libre y cuantificarse. Las técnicas mas
empleadas para la separacion son la filtracion en gel, didlisis y centrifugacion. Por otra
parte, la espectrofotometria y la HPLC son las técnicas analiticas utilizadas para evaluar la
concentracion de farmaco en las fracciones aisladas. Con el objetivo de cuantificar el
farmaco encapsulado, es necesario inducir la ruptura liposomal.*®

A fin de seleccionar la relacion fosfolipido/Fs que permita la mayor incorporacién de los
compuestos tiazinicos en las MLV, se prepararon diferentes formulaciones liposomales
modificando las concentraciones de EPC y Fs. Posteriormente se determiné la EE

correspondiente a cada uno de los sistemas.

7.1. MATERIALES Y METODOS

La EE se determind en funcidon de la concentracién de lipido (1-30 mg/mL) y Fs (36-360
uM) mediante espectrofotometria UV-Visible. Se empled la centrifugacion, a fin de
separar el farmaco libre del encapsulado, y Tritén X-100 para producir la disrupcion de
los liposomas.

Las diferentes MLV se prepararon en un volumen final de 2 mL, segun el procedimiento
descripto en la Seccion 2.1. El Fs se incorpord en la mezcla de solventes organicos
empleados para la preparacion del film lipidico. Las muestras resultantes se separaron en
dos alicuotas de volumenes equivalentes, una de ellas se empled para determinar el
100% del Fs. La segunda alicuota se centrifugd 15 minutos a 10000 rpm para separar la
estructura tiazinica libre de la encapsulada. Con posterioridad, se separ6 el sobrenadante
de las muestras centrifugadas y el pellet obtenido se resuspendié en 1 mL de solucién
reguladora de pH 7,4. Finalmente, se afadio Triton X-100 (35 mM) a las muestras no
centrifugadas (Fs total), a los sobrenadantes (Fs libre) y a los pellets resuspendidos (Fs
encapsulado). Las soluciones resultantes se analizaron por espectrofotometria UV-
Visible. El porcentaje de encapsulacién se determiné aplicando las Ecuaciones 3 y 4. Los
resultados obtenidos se informaron como el promedio de ambas determinaciones +
SD.*

Absp lad . s
EE (%) = Sencapsu8?e x 100% Ecuacion 3
AbSFs total




Abs — AbsFg i .2
EE (%) = —= i;’;,“sl Fslibre » 100% Ecuacién 4
Fs total

Las determinaciones espectrofotométricas se realizaron en un equipo Cary 60 UV-Vis
(Agilent Technologies), utilizando una celda de cuarzo de 1 cm de paso Optico. La
solucion reguladora de pH 7,4 se prepard segun se detalla en la Seccidn 2.1, Capitulo 3,
ajustando la fuerza i6nica a 0,15 M con el agregado de cloruro de sodio. Los resultados

obtenidos por duplicado se procesaron con el programa OriginPro 8 SRO.
7.2. RESULTADOS Y DISCUSION

Con el objetivo de evaluar el efecto de la concentracion de EPC en la EE del derivado
AzBBr, se analizaron MLV preparadas a partir de diferentes concentraciones de lipidos (1-
30 mg/mL), manteniendo constante la correspondientes al Fs (36 uM). En la Figura 21 se
puede observar que la incorporacién del derivado monobromado en sistemas vesiculares
aumentd exponencialmente al incrementar la concentracién de EPC, alcanzando un

maximo de 88% con 15 mg/mL de fosfolipido.
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Figura 21: EE de AzBBr en los sistemas liposomales a diferentes concentraciones de EPC.

Determinada la concentracién 6ptima de EPC, se evalud el porcentaje de encapsulacion
modificando la concentracion del agente fototerapéutico AzBBr (36-260 uM). La EE
decrecié exponencialmente con el incremento de la concentracion del Fs (Figura 22A).
Sin embargo, la incorporacién de este compuesto al sistema vesicular aumento
considerablemente, logrando una encapsulacion maxima de 7x10® moles (Figura 22B).
En otras palabras, las muestras liposomales purificadas (sin Fs libre) alcanzaron una

concentracion 70uM de AzBBr. Con el objetivo de determinar la concentracion del



derivado monobromado, se definid el coeficiente de absortibidad molar de este
compuesto en una mezcla EPC + Tritébn X-100 +solucion reguladora de pH 74,

obteniéndo un valor de (18,4 + 0,6) x 10° Mcm™.
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Figura 22: Efecto de la concentracion del Fs, AzBBr, en la vehiculizacion en MLV de EPC,

expresada como EE (A) y moles de Fs encapsulado (B).

Cabe destacar que las concentraciones de EPC y el compuesto AzBBr seleccionadas como
Optimas para el desarrollo de estos Fs de tercera generacién, corresponden a los valores
maximos de las curvas obtenidas en las Figura 21 y Figura 22B. Esto indica que el
empleo de concentraciones superiores de fosfolipido y/o Fs durante la preparacién de
los sistemas liposomales, no afectarian significativamente la EE.

La relacion EPC/Fs Optima para la vehiculizacién del compuesto AzBBr, se aplicé a fin de
evaluar la EE atribuible al Fs AzB. Los resultados obtenidos, indican que las MLV
incorporaron 8x10°® moles del compuesto tiazinico comercial.

En conclusién, 15 mg/mL de EPC y 260 uM del agente fototerapéutico AzBBr se
seleccionaron como las condiciones Optimas para la vehiculizacion de este Fs y se
emplearon para determinar la cantidad del compuesto AzB y el derivado monobromado
en MLV de EPC. Estas condiciones de preparaciéon, permitieron que los liposomas

encapsularan 8x10°® moles y 7x10°® moles de los Fs, AzB y AzBBr, respectivamente.

8. CONCLUSIONES

Las MLV preparadas con EPC y dpPC presentaron un tamafio de particula cercano a 1
um y un IP similar. La interaccion de estos liposomas con los agentes fototerapéuticos

AzB y AzBBr, modifico el fenédmeno de agregacion de los mismos, desfavoreciendo



particularmente la formacion de agregados superiores del derivado monobromado. Las
vesiculas de EPC demostraron mayor efecto desagregante, por este motivo se
seleccionaron con el objetivo de profundizar el desarrollo de Fs de tercera generacion.
Las MLV produjeron una disminucion en la intensidad de absorcién de las estructuras
tiazinicas, lo cual puede asociarse a la dispersion ocasionada por los sistemas vesiculares,
como ast también a la interaccion de los Fs con la membrana liposomal. Por otra parte,
este efecto no corresponde a la descomposicidn de los compuestos tiazinicos, ya que la
absorcién de los Fs evidencid una recuperacidon cercana al 100% con posterioridad a la
disrupcion liposomal. Tritdn X-100 se selecciond como DT para la desestabilizacidon de
las MLV de EPC, ya que este compuesto inhibe la agregacion de los agentes
fototerapéuticos y posibilita su correcta cuantificacion.

Debido a las caracteristicas estructurales de los compuestos tiazinicos, AzB y AzBBr
presentaron elevada afinidad por la membrana lipidia de las MLV seleccionadas,
localizdndose preferentemente en la superficie hidrofilica. La relacion fosfolipido-Fs que
permitid la maxima vehiculizacion del compuesto AzBBr fue 15 mg/mL-260 uM. Estas
condiciones de preparacion, permitieron que los liposomas encapsularan 8x10® moles y
7x10°® moles correspondiente a los Fs, AzB y AzBBr, respectivamente. De esta manera se
concluyé la etapa de elaboracidn y caracterizacidn de los Fs de tercera generacion, para

proceder al estudio de las propiedades fotoquimicas.
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CAPITULO 5

PROPIEDADES FOTOQUIMICAS DE
FOTOSENSIBILIZADORES DE TERCERA
GENERACION




1. EFECTO DE LA VEHICULIZACION EN LAS PROPIEDADES FOTOQUIMICAS DE LOS
FOTOSENSIBILIZADORES

La aplicacion de liposomas como sistemas de vehiculizacidon ha contribuido a superar
numerosos inconvenientes de los Fs convencionales. Muchos de ellos se caracterizan por
una naturaleza hidrofdbica y, consecuentemente, baja solubilidad en medios acuosos, lo
que obstaculiza el desarrollo de formulaciones farmacéuticas y favorece la agregacion de
estos agentes fototerapéuticos, alterando las propiedades fotoquimicas y la
biodisponibilidad de los Fs. Bronshtein y colaboradores demostraron que la localizacion
de estos farmacos en la membrana lipidica, tiene efectos relevantes sobre su eficacia
fotosensibilizante.™

Las propiedades fotofisicas de los Fs dependen fuertemente del estado de agregacion.
Este fendmeno puede disminuir drasticamente el coeficiente de absorcién de los
compuestos, modificar las bandas espectrales y reducir los rendimientos cuanticos de
fluorescencia, afectando directamente las propiedades fotoquimicas.> Con el objetivo de
estabilizar a la especie fotodindmicamente activa de los Fs se han implementado dos
estrategias. La primera de ellas, consiste en el desarrollo de nuevos Fs de segunda
generaciéon, basandose en la incorporacion de sustituyentes hidrofilicos o voluminosos
en las estructuras de los compuestos fotosensibilizantes. El incremento de la solubilidad
acuosa o bien el impedimento estérico entre las moléculas disminuye la tendencia de
agregacion y potencia la eficacia fotodindmica. *’ La segunda estrategia involucra el
empleo de diversos sistemas de vehiculizacién de farmacos, siendo un enfoque menos
costoso y mas eficiente que el desarrollo de nuevas entidades quimicas, que permitan
mejorar el rendimiento terapéutico de los Fs’> En las dltimas décadas, numerosos
investigadores han estudiado el efecto de diferentes nanotransportadores sobre las
propiedades fotofisicas y fotoquimicas de estos compuestos. Entre los sistemas mas
utilizados se destacan: liposomas, micelas, nanoparticulas y dendrimeros, entre otros.? La
incorporacién de los Fs en los diferentes vehiculos disminuye la tendencia de agregacién.
La relacion entre las diferentes especies de agregados encapsulados, puede variar segun
las caracteristicas del Fs, del nanotransportador empleado y de sus componentes. Sin
embargo, todos ellos han presentado un incremento en la produccién de 'O,, principal
especie citotdxica involucrada en la TFD y TFDA.™?

Por otra parte, se ha demostrado que la incorporacion de farmacos fotolabiles a sistemas
supramoleculares, tales como liposomas, mejora su fotoestabilidad.” La fotodegradacion
y la estabilizacidon de compuestos fotosensibles en formulaciones liposomales han sido

abordadas por diferentes investigadores. Numerosos principios farmacéuticos activos



demostraron muy buenos resultados al incorporarse en estos sistemas vesiculares, entre
los cuales se incluyen riboflavina, doxorrubicina, amlodipina, Vitamina A, RB, diferentes
fluoroquinolonas y ftalocianinas.'

A diferencia de los farmacos convencionales, la estabilidad fotoquimica de los Fs
condiciona la dosis de luz permitida, un parametro indispensable en la aplicacion de esta
modalidad terapéutica. En este contexto, es importante destacar que la fotodegradaciéon
de numerosos Fs incorporados en MLV es significativamente menor en comparacién con
compuestos libres en solucidn reguladora de pH. Particularmente, la vehiculizacién de RB
(Fs perteneciente a la familia de los xantenos) increment6 10 veces su tiempo de vida
media con relacion al compuesto libre en medio acuoso.'* Por lo expuesto, el desarrollo
de Fs de tercera generacién empleando sistemas liposomales es un enfoque prometedor
a fin de mejorar la eficacia fotodinamica, mediante el aumento de la fotoestabilidad de
los Fs y la disminucién de su agregacion, parametros que podrian incrementar el
rendimiento cuéantico de formacién de '0,.

Con el objetivo de evaluar el efecto de la encapsulacion de los agentes fototerapéuticos
AzB y AzBBr incorporados a MLV de EPC, en las propiedades fotoquimicas de los mismos,
se evalud la fotoestabilidad y la capacidad que presentan estos Fs de tercera generacién,
para producir la excitacidén del oxigeno molecular. Conociendo que la vehiculizacién de
los compuestos tiazinicos produjo una disminucién de la agregacion, principalmente del
derivado monobromado (resultados presentados en Seccion 3, Capitulo 4), se espera que

los Fs de tercera generaciéon presenten un incremento en la eficacia fotodinamica.

2. DETERMINACION DE LOS RENDIMIENTOS CUANTICOS DE FORMACION DE
OXIGENO SINGLETE.

Como se explico en el Capitulo 3, Secciéon 5, el 'O, es una de las principales ERO

involucradas en el tratamiento fotodinamico.'**®

En los procesos biologicos, la
transferencia de energia entre el Fs y el oxigeno molecular ocurre en un entorno acuoso.
Por este motivo evaluar el ¢, de los Fs en agua, es un parametro importante que
permitira predecir la eficacia terapéutica de estos compuestos. El 'O, presenta una corta
vida Util en solucidon acuosa, escasa solubilidad y bajo rendimiento cuantico de la
transiciéon al estado fundamental, lo cual genera que la deteccién directa mediante
luminiscencia a 1270 nm sea un procedimiento poco utilizado.” La determinacién
cuantitativa de la produccién de esta ERO en agua, se basa principalmente en el analisis
cuantitativo de las reacciones de fotooxidacidon de diferentes sustratos hidrofilicos,

durante el proceso de fotoexcitacion del Fs. Se han propuesto varios compuestos como



atrapadores de 'O, en medio acuoso, entre los cuales se destacan Rubrene; 1,3-
difenilisobenzofurano y diferentes derivados de DMA.***

El 4cido dimaldnico de 9,10-dimetilantraceno (ABDA) es un derivado hidrofilico de DMA
muy utilizado para determinar los ¢, de una gran variedad de Fs de tercera
generacion.'® ' Este compuesto presenta un perfil espectral caracteristico de esta familia
de atrapadores de 10,, evidenciando un méaximo de absorcidn absoluto alrededor de los
380 nm y cuatro bandas de absorcién en el rango de 320nm a 410nm. En presencia ‘0.,
ABDA se oxida formando un endoperdxido, el cual no absorbe en esta region del
espectro electromagnético (Figura 1). Por este motivo, es posible determinar los ¢,

considerando la fotooxidacion de ABDA.

COOH COOH
COOH COOH
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Figura 1: Reaccion de ABDA en presencia de 10,. Formacion del endoperodxido.

En estudios previos (Capitulo 3, Seccidn 5), se evalué el ¢, de los agentes
fototerapéuticos AzB y AzBBr, en diferentes solventes organicos, a fin de determinar las
propiedades fotoquimicas de las especies monoméricas y diméricas de estos
compuestos. A diferencia de la experiencia anterior, en esta oportunidad se evalla la
produccion de 'O, correspondiente a los Fs libres en agua, con la finalidad de corroborar
que la formacion de agregados superiores disminuye la generacién de esta ERO, al
compararla con la especie dimérica de los compuestos, tal como se describe en
literatura.?*?® Del mismo modo, se analiza el efecto generado, por la disminucion del
fendmeno de agregacién de los Fs vehiculizados en las MLV (Capitulo 4, Seccion 3), en
comparacion con los ¢, relativos, atribuibles a los compuestos AzB y AzBBr, libres en

agua.

2.1.  MATERIALES Y METODOS

La produccién de 'O, de los compuestos AzB y AzBBr, libres en solucién acuosa y

encapsulados en liposomas multilamelares de EPC, se evalud indirectamente analizando



la fotooxidacion de ABDA mediante espectrofotometria UV-Visible a diferentes tiempos
de irradiacién. La metodologia seleccionada ha sido aplicada previamente por otro

autores a fin de determinar los ¢, de numerosos Fg 1824

Las soluciones de los compuestos tiazinicos libres se prepararon disolviendo los Fs
(absorbancia ~ 0,1-0,2) y ABDA (absorbancia ~ 0,3) en agua ultrapura, obtenida del
sistema de purificacion de agua Milli-Q® (Millipore Corporation). Las muestras
liposomales se prepararon seguin la metodologia descripta en la Seccion 2.1 del Capitulo
4, utilizando 15 mg/mL de EPC y 260 uM de los agentes fototerapéuticos AzB o AzBBr
(incorporados en los solventes organicos empleados para la formacion del film lipidico).
Las suspensiones de MLV se centrifugaron 15 min a 10000 rpm con el objetivo de separar
el Fs libre del encapsulado. Los pellets obtenidos (MLV+Fs encapsulado) se
resuspendieron en agua ultrapura y se diluyeron de manera que la absorcion
correspondiente a los Fs en las suspensiones a analizar, fueron comparables con las
determinadas para las muestras de los Fs libres en solucion. Es importante destacar que

las muestras liposomales también contenian ABDA (absorbancia ~ 0,3).

Cada una de estas muestras se irradid durante 360 s utilizando una lampara LED
Parathom® (5w - OSRAM), que presenta un rango de emision en la region visible del
espectro electromagnético (luz blanca fria). La intensidad de irradiacion a 5 cm de
distancia fue de 84 mW/cm? A diferentes tiempos, las muestras se analizaron por
espectrofotometria UV-Visible utilizando una celda de cuarzo de 1 cm de paso 6ptico y
un espectrofotémetro Cary 60 UV-Vis (Agilent Technologies). Los valores de absorbancia
obtenidos a 380 nm se graficaron en funcion del tiempo de irradiacién, para cada una de
las muestras, empleando el programa OriginPro 8 SRO. Las pendientes correspondientes
a estas representaciones graficas permitieron determinar el ¢, aplicando la Ecuacién 10
descripta en el Capitulo 3. Es importante destacar, que los valores obtenidos para este
parametro se determinaron empleando el agente fototerapéutico AzB libre como
referencia. Todos los ensayos se realizaron por duplicado demostrando resultados

consistentes.

Con el objetivo de corroborar que la oxidacion de ABDA sélo tiene lugar por accion del
10, generado por la excitacidon de los Fs, muestras equivalentes a las irradiadas, se
analizaron a los diferentes tiempos protegiéndolas de la luz. También, se evalud el
comportamiento de ABDA frente a la irradiacion, en ausencia de los compuestos
tiazinicos, en solucién acuosa y en presencia de MLV de EPC. Todas las determinaciones

se realizaron por duplicado.



2.2.  RESULTADOS Y DISCUSION

El analisis correspondiente a las muestras de los Fs libres (Figura 2) evidencid que los
compuestos AzB y AzBBr, en ausencia de luz, no producen la oxidacion de ABDA. Por
otra parte, este atrapador de 10, demostré no formar endoperoxidos al ser irradiado, en
ausencia de los compuestos tiazinicos. En conclusion, la descomposicion de ABDA esta

relacionada con la formacién de *O,, generado por la excitacion de los Fs.
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Figura 2: Evaluacion de la fotooxidacion de ABDA en agua.

También, se puede observar claramente (Figura 2) que el Fs AzB ocasiond mayor
descomposicion de ABDA en comparacion con el derivado monobromado. Los
resultados obtenidos de ¢, relativos, correspondientes a ambos compuestos tiazinicos
(Tabla 1), permiten afirmar que, en solucién acuosa, el derivado AzBBr produce
aproximadamente un 40 % menos de 'O, que su precursor. Es importante sefialar que en
medio acuoso, los compuestos tiazinicos exhiben un equilibrio entre diferentes especies
agregadas, siendo AzBBr el que presentdé mayor tendencia a la agregacion (Capitulo 3,
Seccion 4.1.2.2)). La determinacion del ¢, atribuible a los Fs, AzB y AzBBr, en MeOH,
solvente organico que estabiliza a la especie dimérica de estos sustratos, evidencié que
la bromacion duplica el ¢, de AzB (Capitulo 3, Seccidn 5). La comparacion con estos
resultados permite concluir que la formacion de agregados superiores en agua produce
una importante disminucion en la reactividad fotoquimica de estos compuestos,
disminuyendo su potencial como Fs. La producciéon de 'O, correspondiente al agente
fototerapéutico AzBBr es mayormente afectada, obteniendo un rendimiento cuantico

inferior al del precursor.



Tabla 1: Rendimientos cuanticos de formacién de 'O, de los Fs libres y encapsulados.

Fs Absorbancia Pendiente (x10-3) (O
AzB 0,16+0,02 1,25+0,03 1
AzBBr 0,2040,02 0,96+0,02 0,61
AzB-MLV 0,0940,01 1,14+0,06 1,62
AzBBr-MLV 0,08+0,01 0,86+0,02 1,38

La vehiculizacion de las estructuras tiazinicas en MLV de EPC incrementa la reactividad
fotoquimica de ambos Fs, duplicando el ¢, del compuesto libre para el caso de AzBBr e
incrementandolo en un 62 % para el farmaco AzB (Tabla 1). Estos resultados pueden
asociarse a la disminucion en la agregacién que presentan los agentes fotodinamicos,
principalmente el derivado monobromado, ocasionada por la encapsulacion en el
sistema liposomal, al compararlos con los compuestos libres (Capitulo 4, Seccidon 3). Es
importante destacar que la incorporacién de los Fs, AzB y AzBBr, en las vesiculas
seleccionadas, disminuyd parcialmente la formacién de agregados superiores. De lo
expuesto se desprende que las modificaciones en la composicién de estos sistemas de
vectorizacion podrian optimizar las propiedades fotoquimicas de los Fs. La Figura 3
muestra que las MLV, irradiadas en ausencia de los agentes fotodinamicos como asi
también, cargadas con ambos compuestos tiazinicos en oscuridad, no producen la
degradacion de ABDA.
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Figura 3: Evaluacion de la fotooxidacion de ABDA.

En conclusién, la formacion de agregados superiores afecta la capacidad generadora de

'0, que presenta la especie fotodindmicamente activa de los Fs, AzB y AzBBr. La



incorporacién de estos agentes fototerapéuticos en liposomas multilamelares de EPC,
disminuy6 la tendencia a la agregacién y en consecuencia incrementd los oba.
Particularmente, el desarrollo de estos Fs de tercera generacion permitid duplicar la

produccién de 'O, correspondiente al derivado monobromado en solucién acuosa.

3. EVALUACION DE LA ESTABILIDAD FOTOQUIMICA

La bromacion del Fs AzB aceleré el proceso de degradacion fotoquimica de este
compuesto en medio acuoso (Capitulo 3, Seccidn 3.3). Esta propiedad es desfavorable
para un Fs, considerando que el mismo requiere una dosis de luz apropiada para ejercer
su efecto terapéutico.”

Un Fs ideal debe ser estable en condiciones de oscuridad e irradiacion. Frente a la
exposicion a la luz, estos compuestos deben poseer la capacidad de alcanzar el estado
triplete excitado y transferir su energia a las moléculas del entorno (como el oxigeno,
entre otras), retornando al estado fundamental sin desarrollar reacciones de
fotodegradacion. De esta manera, los agentes fototerapéuticos podran excitarse
nuevamente y generar mas especies citotdxicas. Sin embargo, numerosos Fs se
descomponen luego de la irradiacion luminica dando origen a diferentes productos de
degradacién que pueden incrementar los efectos adversos de la aplicacion terapettica.”®
Diversas estrategias de vehiculizacion de farmacos han sido investigadas a fin de
incrementar la estabilidad fotoquimica de diferentes agentes fototerapéuticos. La
encapsulaciéon de AM, RB, Hypocrellin A y gran variedad de cianinas, porfirinas y
ftalocianinas en micelas, nanoparticulas, nanocapsulas de silica, membranas de
intercambio idnico, liposomas y cucurbituril, entre otros sistemas, fueron alternativas
efectivas para disminuir la fotodegradacion de los Fs en solucién acuosa.'*>?"~
Diferentes autores, han demostrado que las formulaciones liposomales protegen
exitosamente a los agentes fototerapéuticos de la inactivacion inducida por la luz.****

La encapsulacion de los Fs, AzB y AzBBr en MLV de EPC, tiene como objetivo
incrementar la estabilidad fotoquimica de estos compuestos, principalmente la
correspondiente al derivado monobromado. Por este motivo, con posterioridad a la
preparacion y caracterizacion del Fs de tercera generacidn (Capitulo 4), se propuso

evaluar el efecto de la vehiculizacion sobre la fotoestabilidad del Fs AzBBr.
3.1. MATERIALES Y METODOS

La estabilidad fotoquimica del compuesto AzBBr en las vesiculas liposomales se evalud

en términos de la absorcion en funcidén de la exposicidon a la luz. Las MLV de EPC se



prepararon en base a la metodologia descripta en la Seccion 2.1, Capitulo 4, empleando
la relacion fosfolipido-Fs (15 mg/mL - 260 uM), seleccionadas como Optimas para la
preparacion de estos sistemas. Posteriormente, se procedié a eliminar el farmaco no
encapsulado mediante la centrifugacion de las muestras a 10000 rpm durante 15 min. El
pellet obtenido se resuspendié en 1 mL de solucidon reguladora de pH 7,4. Esta muestra
se irradid durante 120 min, utilizando una ldmpara LED Parathom® (5w, OSRAM)
posicionada a 5 cm de distancia, siendo la intensidad de irradiacion de 8,4 mW/cm?
(Figura 4). Alicuotas de 200 plL de esta suspension se extrajeron cada 10 min y luego se
diluyeron con 800 uL de solucién reguladora de pH 7,4 y 10ulL de Triton X-100. Este DT
se utilizod para producir la disrupcion liposomal y la liberacidn del Fs, con el objetivo de

cuantificarlo correctamente mediante espectrofotometria UV-Visible.

v

Figura 4: Estudios de fotoestabilidad: irradiacion de las MLV +AzBBr.

Los espectros de absorcion se determinaron en el rango 200 nm a 800 nm mediante un
espectrofotémetro Cary 60 UV-Vis (Agilent Technologies), utilizando una celda de cuarzo
de 1 cm de paso éptico. Los datos obtenidos se procesaron con el programa OriginPro 8
SRO y se compararon con la correspondiente fotodegradacion del Fs AzBBr libre en

solucién reguladora de pH 7,4 (Capitulo 3, Seccion 3.3).
3.2.  RESULTADOS Y DISCUSION

La Figura 5 permite comparar la degradacion fotoquimica de AzBBr libre y encapsulado
en MLV de EPC mediante la representacién grafica de la absorbancia determinada a 650
nm, Amax correspondiente al Fs, en funcion del tiempo de irradiacion. Se puede observar
que la vehiculizacién en el sistema liposomal redujo la velocidad de fotodescomposicién

del compuesto monobromado.
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Figura 5: Fotodegradacion del compuesto AzBBr libre y encapsulado en MLV de EPC.

Con el objetivo de determinar el tyy correspondiente a este derivado tiazinico
incorporado a los sistemas vesiculares, se analizd la representacion grafica de la
concentracion del Fs AzBBr a los diferentes tiempos de irradiacion (Figura 6). Las
concentraciones del agente fototerapéutico en solucion, se determinaron a partir del
correspondiente ¢ del farmaco, en un medio comparable a las condiciones
experimentales de este ensayo (iguales concentracion de EPC y Triton X-100 en solucion
reguladora de pH 7,4). El valor de esta constante es ¢= (23+1)x10° L M cm™ (datos no

mostrados).
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Figura 6: Cinética de degradacion fotoquimica del Fs AzBBr encapsulado en MLV de EPC.

Determinacién del tgg, (Co €s la concentracion inicial del Fs y € a los diferentes tiempo;

t es el tiempo de irradiacion y k la pendiente.)



El tyo correspondiente al compuesto AzBBr libre, en solucién reguladora de pH 7,4, se
determiné en la Seccion 3.3, Capitulo 3, y presentd un valor de 32+2 min. El desarrollo
del Fs de tercera generacion permitidé incrementar un 86 % el tiempo de vida util del Fs
monobromado (tgp= (59+3 min)).

Por otra parte, los estudios de fotoestabilidad del compuesto tiazinico bromado
evidenciaron, ademas de una disminucion en la absorcion, un corrimiento hipsocromico
de la Amax del Fs (Figura 7). Como se expresd en la Seccion 3.3, Capitulo 3, este
comportamiento podria asociarse a los mecanismos de degradacidn catalitica descriptos
previamente para esta familia de compuestos, el cual consiste en sucesivas
demetilaciones, deaminaciones, ruptura de los anillos aromaticos y finalmente la

mineralizacién del Fs.3>
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Figura 7: Espectros de absorcion de AzBBr (A) libre en solucion reguladora de pH 7,4 y (B)
encapsulado en MLV de EPC, registrados a toy t1,3 del estudio de fotoestabilidad.

La Figura 7, muestra que la encapsulacion del Fs disminuyé el desplazamiento de la
curva espectral, confirmando el incremento de la fotoestabilidad del derivado AzBBr. El
Fs libre en solucion acuosa, Figura 7A, evidencio un corrimiento hipsocromico de 12 nm,
en tanto que el compuesto vehiculizado en MLV de EPC, Figura 7B, solo present6 un
desplazamiento de 2 nm, al transcurrir 2 h de irradiacién.

En conclusidn, los estudios de estabilidad fotoquimica demostraron que el desarrollo de
Fs de tercera generacién permitié incrementar la fotoestabilidad del derivado AzBBr,

agente fototerapéutico que presentd una significativa degradacién en solucion acuosa. El



top del derivado AzBBr encapsulado en MLV de EPC se duplico respecto al Fs libre. Este
incremento en la estabilidad fotoquimica también se evidencié en los perfiles de las

curvas espectrales registradas durante el desarrollo del ensayo.

4. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos sustentan que la vehiculizacion de los compuestos tiazinicos en
liposomas multilamelares de EPC, permite mejorar las propiedades fotoquimicas de los
Fs de segunda generacion, evaluados en el desarrollo de esta Tesis Doctoral.

La disminucién en la formacién de agregados superiores ocasionada por la
vehiculizacion en MLV, produce un incremento en el rendimiento cuantico de la
produccién de 'O, para los compuestos AzB y AzBBr, al compararlos con los Fs libres en
solucion acuosa.

Por otra parte, el desarrollo de Fs de tercera generacién disminuye la degradacion
fotoquimica del derivado monobromado, lo que permitiria duplicar la dosis de luz
aplicada en el tratamiento fotodinamico.

En conclusién, la vehiculizacion de los Fs tiazinicos en liposomas MLV de EPC es una
estrategia exitosa, que permite mejorar las propiedades fisicoquimicas, fotofisicas y

principalmente fotoquimicas de los Fs, AzB y AzBBr.
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CONCLUSIONES GENERALES

Frente al desafio de optimizar las propiedades de los Fs comerciales, diferentes
estrategias de sintesis y vehiculizacion de farmacos han sido aplicadas para el desarrollo
de nuevos Fs de segunda y tercera generacion, con la finalidad de incrementar su
eficacia fotodinamica.

Los derivados MG"I, y AzBI se obtuvieron con alto grado de pureza. La yodacion
incremento la longitud de onda de maxima absorcién de ambos Fs, mejorando de esta
manera una propiedad fotofisica relevante para este grupo de farmacos. Sin embargo, la
halogenacién favorecié la formacién de la especie carbinol de MG"I, efecto que
disminuye la reactividad fotoquimica de los triarilmetanos. Por otra parte, la yodacion de
AzB incremento sustancialmente el ¢, del Fs tiazinico.

Cabe destacar, que no se evidenciaron diferencias significativas en las propiedades
fotofisicas y fotoquimicas correspondientes a los compuestos AzBl y AzBBr. Siendo la
reaccion de bromacion mas sencilla y eficiente que la yodacion, se seleccion6 el derivado
bromado de AzB como Fs lider para estudiar en profundidad durante el desarrollo de
esta Tesis Doctoral.

Entre las propiedades fisicoquimicas relevantes en el desarrollo de nuevos agentes
fototerapéuticos, es importante destacar que los Fs seleccionados (AzB y AzBBr)
presentaron valores de pKa préximos a 11, motivo por el cual la especie catidnica es la
Unica presente en condiciones fisioldgicas, lo que contribuiria a la selectividad por las
células blanco. Los Fs tiazinicos presentaron elevada estabilidad quimica a pH 7,4 y 37°C
en oscuridad. Sin embargo, los ensayos de fotoestabilidad revelaron que el tg
correspondiente al compuesto AzB disminuyd un 68% por efecto de la halogenacion,
valores que condicionan la dosis de luz aplicable en los estudios de actividad
fotodinamica.

Por otra parte, los estudios de agregacidn permitieron identificar a la especie
monomeérica de los Fs tiazinicos (Amax: 500 — 540 nm), que por décadas fue asignada
erréneamente. Esta especie presenta, simultaneamente, la capacidad de generar 'O, y de
actuar como quencher fisico. El aumento de la concentracion del Fs y la disminucion de

la temperatura, favorecieron la formacion de J-agregados (dimeros - Aynax > 600nm) que



en solucion acuosa, generaron agregados de orden superior (Amax 550 — 625 nm). La
dimerizacion impidi6 la formacion del exciplejo intermediario en la desactivacién fisica
del 'O,, por lo que la especie dimérica demostré ser buena productora de esta ERO. La
formacion de agregados mayores disminuyo la reactividad fotoquimica correspondientes
a los Fs tiazinicos.

Ademas, la bromacion de AzB duplicé el ¢p, lo cual permite afirmar que la forma
dimérica del agente fototerapéutico AzBBr, es un excelente candidato para su aplicacion
en TFD y TFDA.

Liposomas multilamelares de EPC se seleccionaron para el desarrollo de Fs de tercera
generacion, ya que este fosfolipido presenta mayor interaccion con los compuestos
tiazinicos. Las caracteristicas estructurales de los compuestos AzB y AzBBr, permiten
explicar la localizacion de los mismos, preferentemente, en la superficie anfifilica de la
membrana liposomal. La relacién fosfolipido-Fs seleccionada como 6ptima (15 mg/mL -
260 pM), permitid encapsular 8x10® moles y 7x10® moles correspondientes a los
compuestos AzB y AzBBr, respectivamente.

La vehiculizacion de los agentes fototerapéuticos AzB y AzBBr, en liposomas
multilamelares de EPC demostré ser una estrategia exitosa, que mejord
significativamente las propiedades fotoquimicas de los Fs de segunda generacion. Las
MLV disminuyeron la formacién de agregados superiores de los agentes fototerapéuticos
AzB y AzBBr, y consecuentemente incrementaron sus ¢, en comparacion con los Fs libres.
El desarrollo de Fs de tercera generacidén disminuyé la degradacion fotoquimica del
derivado monobromado, lo cual permitiria duplicar la dosis de luz apropiada en el

tratamiento fotodinamico con este compuesto.



PROYECCIONES

A partir de los resultados y conclusiones obtenidas en el marco de esta Tesis Doctoral, se

desprenden principalmente dos proyecciones:

> Evaluar la actividad fotodinamica de los Fs de segunda y tercera generacion,

frente a diferentes microorganismos y células tumorales.

Los Fs tiazinicos presentan un gran potencial en el tratamiento de enfermedades
causadas por diferentes bacterias, como consecuencia de su capacidad de interaccionar
selectivamente con estos microorganismos.'> A diferencia de los antibidticos, que
actian sobre un sitio especifico en una célula bacteriana, el proceso fotodinamico
ocasiona un dafo inespecifico de los componentes celulares potencialmente sometidos
a reacciones oxidativas. De este modo, las bacterias no desarrollan resistencia al
tratamiento con Fs y se alcanza una terapia altamente selectiva que no presenta efectos
adversos relevantes en el huésped.*

Los compuestos tiazinicos presentan bastos antecedentes en la TFDA, siendo también
prometedores agentes fototerapéuticos en el tratamiento de enfermedades oncoldgicas,
tales como carcinoma de células basales y sarcoma de Kaposi.”

Lo planteado anteriormente permite proponer la evaluacion de: a) la inactivacion
fotodinamica de diferentes especies bacterianas Gram-positivas y Gram-negativas en
estado planctdonico, como asi también formando biofilms y b) la eficacia en la

fotoinactivacion de células tumorales en cultivo.

> Modificar las MLV con el objetivo de incrementar su eficacia de vehiculizacion y

optimizar el tratamiento fotodinamico.

Diferentes innovaciones tecnolégicas han permitido modificar los liposomas
convencionales, dando origen a una gran variedad de vesiculas lipidicas con mayor vida
media en el organismo y una liberacion sitio especifica del farmaco. Estudios previos han
demostrado que la adicién de Polietilenglicol a la superficie liposomal, aumenta
significativamente el tiempo de vida en circulacion sanguinea, reduciendo el

reconocimiento y la interaccion con las proteinas plasmaticas y macrofagos del sistema



reticuloendotelial.® Ademas, la incorporacion de este polimero aumenta la superficie
hidrofilica de los liposomas, lo cual podria impedir la agregacidén de estos sistemas
vesiculares e incrementar la eficacia de encapsulacién de farmacos que interaccionen con
la membrana liposomal.”?

Otra estrategia empleada en el disefio liposomal es disminuir su tamafio a fin de
optimizar la acumulacién pasiva de los Fs en el tejido a tratar.” La reduccion del diametro
de las vesiculas se ha correlacionado con el aumento de la acumulacion en el tejido
afectado, debido al incremento en la extravasacion de los liposomas y disminucién de la
captacion por el sistema reticulo-endotelial.’ Por otra parte, el tamafio de los liposomas
tiene impacto directo en la inactivacidon de bacterias y hongos. Particulas pequefas
tienen la ventaja de residir mas préximas a los microorganismos, permitiendo que el Fs 'y
las ERO puedan interaccionar con la célula patégena y desencadenar su muerte.™

Por este motivo, se propone modificar los liposomas convencionales multilamelares
obtenidos en el desarrollo de esta Tesis Doctoral, incorporando lipidos PEGilados en su
preparacion, como ast también, controlar el tamaio de estos sistemas mediante la

metodologia de extrusion.
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